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Untersuchungen iiber den Energiehaushalt der Hefezelle 
und die Okonomie einiger Energiestoffwechseltypen 
anderer Mikroorganismen*. 


Von 
WILFRIED KAUFMANN. 


Mit 9 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 5. April 1952.) 


Der von PFEFFER aufgestellte Begriff des ,, G6konomischen Koeffizienten ‘‘ 
(O.K.) (iiber die weitere Entwicklung vgl. Rrppen-BaLprs, 1952) schuf 
die Moglichkeit, Rohnutzeffekte mikrobiologischer Umsetzungen zu 
messen. Der O.K. miiBte somit ein qualitatives Ma8 fiir die Energie- 
menge sein, die aus simtlichen energieliefernden Reaktionen innerhalb 
des betreffenden Organismus fiir die Synthese von Zellsubstanz verfiigbar 
geworden ist. Z. B. macht sich die Energieaufwendung bei der Bildung 
von Fett unter bestimmten physiologischen Verhaltnissen, wie A. RIPPEL 
(1940) zeigte, im O.K. bemerkbar, indem der Wert tiefer liegt als bei nur 
geringer oder keiner Fettbildung. Der 0.K. scheint demnach bei syste- 
matischen Reihenversuchen geeignet zu sein, Anderungen im Stoff- 
wechselgeschehen anzuzeigen, sofern sie in den Energiehaushalt der Zelle 
eingreifen. . 

Bisher liegen in der Literatur, besonders fiir anaerobe Mikroorganismen, nur 
sehr wenige und zum Teil unvollkommene Angaben tiber den 0. K. vor. Oftmals 
erfolgte die Bestimmung bei Kulturen mit recht komplexen organischen Nahr- 


lésungen, so da8 die Ergebnisse nur Naherungswerte darstellten, zumal die Milieu- 
bedingungen, unter denen diese Werte gewonnen wurden, sehr unterschiedlich 


waren. 

Es soll deshalb das Ziel dieser Arbeit sein, die chemischen und che- 
misch-physikalischen Faktoren herauszufinden, die maBgebend den O.K. 
und somit den Energiehaushalt der Mikroorganismen_beeinflussen. 
Weiterhin soll gepriift werden, inwieweit diese Organismen bei einigen 
anaeroben und aeroben Stoffwechselvorgangen, deren Chemismus weit- 
gehend aufgeklart ist, in bezug auf die energetischen Verhaltnisse den 
allein aus den chemischen Gleichungen errechneten Energiedaten ge- 
niigen. Neben der Reaktionswiirme (4H) wird auch die freie Energie 
(AF) beriicksichtigt werden. 


* Auszug aus einer Dissertation der mathem.-naturw. Fakultat der Universitat 
Gottingen 1951. 
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Methodik. 


Zur Bestimmung des 0.K. dienten die Mittelwerte von je zwei oder drei Parallel- 
kulturen. Innerhalb einer Versuchsreihe wurde gleichmaBig geimpft: Die zur Vor- 
kultur auf Schrigagar gewachsenen Mikroorganismen wurden in physiologischer 
NaCl-Lisung aufgeschwemmt und davon je 0,1 cm? aus sterilisierten Pipetten in 
die Nahrlésungen eingebracht. Bei fliissiger Vorkultur warde direkt mit einer 3mm@- 
Platinédse beimpft. — Anaerob wurde in groBen, mit alkalischer Pyrogallollésung 
beschickten Vakuumexsiccatoren kultiviert, die mit Wasserstrahlpumpen auf einen 
durchschnittlichen Druck von 30—50 mm Hg evakuiert wurden. Die anaeroben 
Kulturen wurden fast ausschlieBlich mit 50 cm* Nahrlésung in 100 cm?-ERLEN- 
MEYER-Kolben angesetzt. Soweit es nétig war, bei ein und demselben Organismus 
die 0.K.-Werte unter anaeroben Bedingungen mit den Werten aerob gewachsener 
Kulturen zu vergleichen, wurden — abgesehen von Kulturen in Fernpacu-Kolben 
— auch unter Luftsauerstoffzutritt trotz nicht sehr giinstiger O,-Diffusion die 
100 cm?-ERLENMEYER-Kolben mit je 50 cm* Nahrlésung verwendet. 


Zur Gewinnung der Trockensubstanz wurden die Kulturen durch Membran- 
filter filtriert, mit dest. Wasser griindlich ausgewaschen und bei 100—105° C ge- 
trocknet. Zur Auswaage der Filter benutzte ich eine Semi-Mikrowaage der Sar- 
toriuswerke, Gottingen, mit guter Dampfung. Schnelle Wagungen waren unerlaB- 
lich zur Vermeidung von Wagefehlern durch Absorption von Luftfeuchtigkeit. Es 
wurde deshalb groéBter Wert darauf gelegt, die Zeitspanne zwischen der Heraus- 
nahme der Filter aus dem Trockenschrank und der Wagung so klein wie méglich 
zu halten. Jede Wagung wurde dreimal wiederholt. Der Mittelwert wurde bei der 
Berechnung des ©. K. eingesetzt. — Traten bei Bakterienkulturen durch pu-Ande- 
rungen zum Alkalischen hin Ausfallungen schwerlislicher Salze auf, so wurde 
die gesamte Kultur kurz vor der Filtration mit Citronensiure, Essigsiure oder 
Phosphorsaéure angesdéuert und nach Lésung des Niederschlages sofort filtriert. 
Kontrollversuche zeigten, daB die kurze Einwirkung von geringen, den Kulturen 
zugesetzten Saéuremengen auf das Trockengewicht der Organismen keinen Ein- 
fluB hatte. In solchen Kulturen mit Salzniederschligen wurde jeweils die Saure 
gewahlt, die bei der Bestimmung der unverbrauchten Kohlenstoffquelle nicht 
storte. 


Als Energiequellen wurden Glucose, Maltose, Milchséure und Citronensaure ver- 
wendet. — Die Bestimmung der Glucose geschah nach BERTRAND, die der Milch- 
siure nach FRIEDEMANN, CoNnTONIO und Suarrer. Die Citronensdurebestimmung 
fiihrte ich nach A. J. KoGan durch. 


Experimenteller Teil. 


: 
I. Beeinflussung des O. K. durch chemische und chemisch-physikalische 
Faktoren. Organismen: Hefe Frohberg, Torulopsis utilis. 


Ks diirfte selbstverstandlich sein, daB die exaktesten Messungen des 0.K. nur 
bei Kulturen méglich sind, die als organische Bestandteile auBer der Kohlenstoff- 
quelle keine oder héchstens geringe Mengen von Wuchsstoffen enthielten. Von 
gréBter Bedeutung ist ferner die Verwendung von Mikroorganismen, die sich auch 
unter extremeren Kulturbedingungen homofermentativ verhalten, d. h., auBer den 
Hauptreaktionsprodukten keine oder nur sehr geringe Mengen von schwer kon- 
trollierbaren Nebenprodukten bilden, es sei denn, daB durch Zusatz von reaktions- 
umleitenden Stoffen zu den Kulturen die Zusammensetzung der Stoffwechselend- 
produkte sich andert. Diese Forderungen sind bei der Hefe Frohberg und bei der 
stark atmenden Torulopsis utilis erfiillt. 


ss 
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1. EinfluB der Wuchsstoffkonzentration auf den O.K. 


Wahrend Torulopsis utilis hinsichtlich der Wuchsstoffe vollkommen autotroph 
ist, bendtigt Saccharomyces cerevisiae nach ANDERSON Spuren von Biotin, Inosit, 
Pyridoxin und f-Alanin. Diese Stoffe wurden den Nahrlésungen in Form von 
zuckerfreien, durch Hefe ausgegorenen Wiirzekulturfiltraten zugesetzt, aus denen 
also leicht assimilierbare N-Verbindungen nahezu vollstandig entfernt waren. Ob- 
wohl es bei Anwesenheit vergirbarer Kohlenhydrate nicht wahrscheinlich ist, 
da die geringen, darin vorhandenen Mengen von Eiweifstoffen in bedeutendem 
Mafe assimiliert oder zum zusitzlichen Energiegewinn abgebaut werden, schien 
es erforderlich, zunichst den O.K. der Hefe Frohberg in Abhiangigkeit von der zu- 
gesetzten Wuchsstoffkonzentration zu messen (Tab. 1). 


Tabelle 1. Hinflug der Wuchsstoffkcnzentration auf den O.K. Hefe Frohberg. 
2% Giucose; 3 Tage 25° C. Anf.-py — 5,0; anaerob. 


Wuchs stoffkonzentration Glucoseverbrauch Trockensubstanz O.K 
(% ausgegorene Wiirze) (mg) (mg) irae) 
0,1 95 2,0 94 
0,25 160 4,0 2,5 
0,5 205 7,5 oo 
1,5 300 13,5 4,49 
3,0 374 18,5 4,94 
5,0 530 23,0 4,33 
Kontrolle ohne Glucose mit _- 0,9 — (anaerob) 
5% ausgegorener Wtirze 
(5 Tage Wachstum ) — 1,2 — (aerob!) 


Die Nahrlésung fiir die Frohberghefe, wie auch fir 7’. utilis (siehe spater) hatte 
folgende Zusammensetzung: 2% Glucose, 0,5% (NH,),80,, 0,1% KH,PO,, 0,05% 
MgSO, und Spuren von CaCl,. Diese Grundnahrldsung gilt, abgesehen von Ande- 
rungen der Glucosekonzentration und dem Zusatz reaktionsumleitender Stoffe, fiir 
die Versuche des gesamten Abschnittes I. 

Aus der Tab. 1 ist ein stark wachstumsfordernder EinfluB steigender 
Wuchsstoffkonzentrationen ersichtlich. Ebenso steigt der O.K. anfing- 
lich mit zunehmender Konzentration an Wuchsstoffen, allerdings nicht 
direkt proportional, um nach einem Optimum wieder schwach abzufallen. 
Eine Proportionalitét zwischen Wuchsstoffkonzentration und dem An- 
stieg des O.K. ist also nicht vorhanden. 


2. Abhangigkeit des O.K. vom Alter der Kultur. 


Die Ergebnisse der folgenden, in Abb. 1A dargestellten Versuche be- 
statigen, daB der mit zunehmender Wuchsstoffkonzentration verbundene 
Anstieg des O.K. nicht durch eine zusitzliche Verwertung der in der 
ausgegorenen Wiirze vorhandenen N-Verbindungen zustande gekommen 
sein kann. Ein Vergleich der Trockensubstanz und O.K.-Werte von. 
Tab. 1 mit denen der Kurve 1A zeigt, daB der wirkliche Grund des O.K.- 
Anstiegs mit dem Fortschritt des Wachstums der Hefe (angezeigt durch 
die Zunahme an Trockensubstanz) darauf zu beruhen scheint, da der 
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Organismus in der Lag-Phase und dem Beginn der logarithmischen | 
Wachstumsphase unwirtschaftlicher arbeitet als spaterhin. 


Nach HinsHELwoop ist wahrend der Lag-Phase die Bildung gewisser organischer : 


Stoffe, die sicherlich sehr viel Nei erfordert, Bedingung fiir die logarithmische ' 


Trockensubstanz 


¥ 
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Abb. 1. Beziehung zwischen 6. K. und Trockensubstanz- 
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bildung. A anaerob; B aerob. Hefe Frohberg. 


72 1 20 24 28 
Temperatur 


32 °C 36 


Abb. 2. Die Abhiingigkeit des 6. K. von der Temperatur 
bei verschiedener Glucosekonzentration. Hefe Frohberg. 


Phase des Wachstums. Eben- - 
falls kénnte die energetisch 
recht ungiinstig verlaufende : 
,Angarung’® mit Glycerinbil- . 
dung im Gegensatz zur reinen | 
Alkoholgaérung den Unterschied _ 
zwischen Lag-Phase und der ' 
logarithmischen Phase verstir- 
ken.— Das im Laufe der Garung | 
sich anreichernde CO, hat keinen 
KinfluB auf die GréBe des O.K., 
wie aus einigen Versuchen her- 
vorging, die hier nicht erértert 
werden sollen. Druckunter- 
schiede im Exsiccatorenraum, 
wie sie im Laufe der Kultur 
hatten auftreten kénnen, hatten 
ebenfalls keinen meBbaren Ein- 
fluB auf die Okonomie der Alko- 
holgarung, wie auch rein ther- 
modynamisch nach AH und 
AF zu erwarten war. — Unter- 
suchungen tiber die Wirkung 
steigender Einsaatmengen von 
0,03 bis 1,2 mg auf den O.K. 
ergaben wieder die typische Ab- 
hangigkeit der Werte vom Fort- 
schritt des Wachstums, ohne 
daB ein spezifischer EinfluB her- 
vortrat. 


3. Abhingigkeit des 
6. K. von der Glucose- 
konzentration und der 

Temperatur. 


Die auBerordentlich stark 
hervortretende Wirkung der 
Glucosekonzentration und 
der Temperatur auf die 
GréBe des 0. K. — siehe_ 
Tab. 2 und Kurve 2 — sind 


iiberraschend und zunichst energetisch nicht zu erkliren. Thermo- 
dynamisch gilt: Je gréBer die Anfangskonzentration der verschwindenden 
Stoffe ist, um so gréBer ist der Wert von —AF. Demnach miiBte der 
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Tabelle 2. Hinflup der Glucoseanfangskonzentration und der Temperaturinderungen 
auf den O.K. Hefe Frohberg. Anf.-py = 5,0; anaerob. 


Temperatur 


om 


Glucose- 
konzentration 


(%) 


Glucose- Trocken- 
verbrauch | substanz O. K. 
(mg) (mg) 
25 4,0 8,0 
63 4,7 7,46 
60 5,0 8,33 
42 50) 8,30 
37 3,8 10,27 
33 2,9 8,78 
16 1,0 6,25 
22 1,6 pee 
20 1,6 8,0 
38 3,5) 9,21 
225 9,0 3,99 
val 5,0 7,04 
58 4,2 7,24 
45 4,6 10,22 
27 3,0 11,11 
20 1,9 9,5 
20 1,5 7,5 
30 1,0 3,3 
348 10,5 3,01 
500 25,1 5,02 
319 20,5 6,42 
250 22,0 8,8 
229 18,5 8,28 
834 19,0 2,27 
784 27,8 3,54 
504 25,5 5,05 
- 446 27,0 6,05 
338 19,0 5,62 
642 9,0 1,4 
1365 32,0 2,34 
963 31,4 3,26 
287 14,0 4,18 
430 16,0 3,72 
890 11,7 1,31 
2075 34,3 1,65 
1843 37,5 2,03 
580 24,0 4,13 
1090 38,0 3,48 


Kulturdauer 


8 Tage 


0. K. z. B. bei einer Anfangskonzentration der Glucose von 10% hoher 
liegen als der Wert, der sich bei einer Anfangskonzentration von. 1s, 


ergibt. 


Das wiirde jedoch den allgemeinen Beobachtungen widersprechen. 
Mit zunehmender Temperatur erfolgt wie mit steigender Glucosekonzen- 
tration eine erhéhte Abnahme von AF, also vermehrter Energiegewinn. 
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Die Anderungen von AF sind aber hier fiir physiologische Temperatur- 
variationen wie auch fiir Variationen der Glucosekonzentrationen so 
gering, da sie bei dem verhaltnismaBig hohen Wert von — AF = 56 Keal. 
(CO, gas) fiir die Alkoholgirung zuriicktreten. Infolgedessen kénnen sich 
solche Anderungen im O. K. nicht bemerkbar machen. 


Aus Tab. 2 ist ersichtlich, daB das Wachstumsoptimum der Frohberg- 
hefe mit Anderungen der Glucoseanfangskonzentration variiert: Wahrend 
bei 0,5°% Glucose das Optimum bei 35° C liegt, verschiebt es sich konti- 
nuierlich tiber 28° bei 2% bis zu 24° bei 10,0% Glucose. — Merkwiirdiger- 
weise lieB sich bei einer Anfangsglucosekonzentration von 0,2 und 0,5° 
so gut wie keine Abhangigkeit des 6. K. von der Menge der gebildeten 
Trockensubstanz feststellen. Wahrscheinlich ist bei diesen sehr geringen 
Glucosekonzentrationen der Lag-Phaseneffekt auf Zellsubstanzmengen 
von weniger als 1 mg beschrinkt, so da er sich hier nicht bemerkbar 
macht. 

Sowohl die Abhangigkeit des 6. K. von der Glucosekonzentration als 
auch von der Temperatur stellt eine Optimumkurve dar. Das qualitativ 
gleichsinnige Verhalten der 0.K.-Werte bei Konzentrationserhéhung 
der Glucose und Temperatursteigerung la8t wahrscheinlich, da es sich in 
beiden Fallen um kinetisch gleichwertige Einfliisse auf die Enzyme han- 
delt, namlich Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit des Glucose- 
abbaues, auf den gleichen Wirkungsmechanismus schlieBen. 

Um Molekiile in einen reaktionsfaihigen Zustand zu bringen, ist es bekanntlich 
erforderlich, sie durch Zufuhr von Aktivierungsenergie auf ein hdéheres Energie- 
niveau zu bringen. Das kann zunachst durch Zufuhr von Warme geschehen. Wenn 
z. B. bei einer Erwirmung von 27 auf 37°C die mittlere kinetische Energie der 
Molekiile um rund 3% erhéht wird, so nimmt doch dabei die Zahl der Molekiile, die 
eine tiberdurchschnittliche Minimalenergie besitzen, um das 2—3fache zu (vAN 
t’Horrsche Regel). Andererseits kann bei konstanter Temperatur die Menge der 
aktivierten Molekiile durch Konzentrationserhéhung vermehrt werden, denn dann 
wird auch die Wahrscheinlichkeit der aktivierenden MolekiilstéBe gréBer. — Auf 
diese Weise wird die reaktionsbeschleunigende Wirkung steigender Temperaturen 
und steigender Glucosekonzentrationen klar. 

Normalerweise entstehen neben der Alkoholgirung 3—5%, Glycerin, | 
bezogen auf die umgesetzte Zuckermenge, und eine vermehrte Glycerin- 
bildung, die mit steigender Glucoseanfangskonzentration und steigender 
Temperatur auftreten kénnte, ist nicht erheblich, wenn nicht durch Zu- 
satz besonderer Stoffe Acetaldehyd oder Brenztraubensiure abgefangen 
wird und der nun freiwerdende Giirungswasserstoff auf den Glycerinalde- 
hyd tibertragen wird. Die freie Energie dieser Reaktion betraigt— 24 Keal., 
also knapp die Halfte von — AF bei der reinen Alkoholgiirung. Unter Be- 
riicksichtigung dieser Daten kann eine, wenn auch gesteigerte Glycerin- 
bildung bei hohen Glucosekonzentrationen und hohen Temperaturen, 
die jedoch héchstens 10% des Zuckerumsatzes betragen wiirde, un- 
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méglich allein verantwortlich sein fiir den starken Abfall des 0. K. um 
3/, oder noch mehr. 
Wie bereits erwihnt, ist das Absinken des 0. K. vom Optimum an in 
Richtung auf erhéhte Glucoseanfangskonzentration und Temperatur- 
steigerung mit einem Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit des Glucose- 
abbaues und damit des Energiestoffwechsels verbunden. Jedoch macht 
sich bei einer Glucosekonzentration von 5% ein nicht sehr scharf ge- 
zeichnetes Optimum der Giarungsgeschwindigkeit bemerkbar, und bei 
10% Glucose sinkt bereits die Reaktionsgeschwindigkeit schwach bei 
konstant gehaltener Temperatur von 
24° C, wenn man den Glucoseverbrauch 
je Milligramm Trockensubstanz in 24 Std 


72 


: “2 70|} 
graphisch abtragt (Abb.3 B). Es muBan- 
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Abb. 3. Glucoseabbau in Abhangigkeit von der Abb. 4. Der 6. K. in Abhingigkeit yon der 
Substratkonzentration bei 24°C. Hefe Frohberg. Glucosekonzentration bei18°C. HefeFrohberg. 


Zuckerkonzentrationen die Fermentoberflaichen abgesattigt sind. Die er- 
haltene Kurve gleicht einer typischen Sattigungskurve mit Ubersattigungs- 
effekt und der Langmuirschen Absorptionsisotherme, wie man sie auch bei 
Versuchen mit homogenen EnzympreBsiften erhalt. Wird der Zeitfaktor 
eliminiert, dann zeigt sich eine lineare Funktion, also Proportionalitat 
zwischen Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit (Abb. 3A). 
Aus dem Verlauf dieser beiden Kurven geht hervor, da8 auch die lebende 
Zelle den kinetischen Gesetzen der Enzymologie gehorcht, wenn keine 
nennenswerten Nebenreaktionen eintreten. — Die Abb. 4 zeigt das inter- 
essante Ergebnis, da&B mit der Sittigung der Fermentoberflachen bei 
konstanter Temperatur der O. K. nicht mehr weiter absinkt. Die Kurven- 
werte sind aus der Tab. 2 entnommen. 


Die Temperaturabhingigkeit von Garung, 0. K. und Wachstum der 
Organismen bei konstanter Anfangsglucosekonzentration — ebenfalls 
aus Tab. 2 berechnet — ist in Abb. 5 enthalten. Es ist durchaus ein- 
zusehen, daf das Wachstumsoptimum zwischen dem Optimum der Ga- 
rung und dem des O. K. (18° C) liegt. Bei 41° und —0,5 bis 0° C fand kein 
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Wachstum mehr statt. Denkt man sich den 0. K. in den Abb. 2 und 5 in| 
Richtung auf die hdhere Temperatur verlingert, dann liegt es nahe, an- 
zanehmen, da aus rein 6konomischen Griinden kein Wachstum mehr 
erfolgen kann. Andererseits kénnte bei 41° C bereits eine Schadigung 
des Plasmas vorliegen. Es ist jedoch bekannt, daB bei dieser Temperatur 
ruhende Hefezellen noch imstande sind zu giiren, wenn auch das Optimum 
bereits iiberschritten ist. 


4. Erhaltungsstoffwechsel und O. K. 


Nach Tamtya und YamMaGcurcutr wird die freiwerdende Atmungsenergie auf 
5Ostiindigem Kulturstadium zu 40% im Aufbaustoffwechsel und zu 60% im 
Erhaltungsstoffwechsel benutzt. Mit zunehmendem Alter der Kultur, also mit 
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Abb. 5. Temperaturabhingigkeit von Girung, Wachstum und 0. K. bei 2% Glucose. Hefe Frohberg. 


zunehmender Zellmasse, verschob sich das Verhaltnis weiter zugunsten des Er- 
haltungsstoffwechsels, bis schlieBlich der Aufbaustoffwechsel vollkommen sistierte. 


MOglicherweise beruht auf diesen Feststellungen auch die Beobach- 
tung, daB auf Grund der abnehmenden Glucosekonzentration der (). K. 
zu Beginn der logarithmischen Wachstumsphase ansteigt und dann all- 
mihlich mit zanehmendem Alter der Kultur trotz weiterer Abnahme der 
Glucosekonzentration konstant bleibt (Tab. 1A). Der mit zunehmendem 
Alter der Kultur stiirker werdende Einflu8 des Erhaltungsstoffwechsels 
wird offenbar durch die 6konomisch giinstige Wirkung schwiicherer 
Glucosekonzentrationen gerade kompensiert. 


Bekanntlich ist es eine charakteristische Eigenschaft des lebenden Organismus, 
daf seine makromolekularen Bestandteile, also in erster Linie das EiweiB und die 
hochpolymeren Kohlenhydrate, einem dauernden Auf- und Abbau unterworfen 
sind. Also befindet sich jeder einzelne makromolekulare Stoff innerhalb des Organis- 
mus mit seinen Grundbausteinen (Kohlenhydraten, Aminosiuren usw.) in einem 
dynamischen Gleichgewicht. Scuutz bezeichnet die Gesamtheit dieser dynamischen 
Gleichgewichte als Elementarzyklen. — Bedenkt man, daB die beim Abbau einer 
bestimmten Menge eines makromolekularen Stoffes freiwerdende Energie nach dem 
2. Hauptsatz der Thermodynamik nicht ausreichend ist, um die Resynthese der 
gleichen Menge des polymeren Produktes zu gewahrleisten, dann ist es verstandlich, 
daB die makromolekularen Stoffe der Zelle zu ihrer Erhaltung eines dauernden 
Energiestromes bediirfen. Je nach der »,Umlaufgeschwindigkeit’* dieser Zyklen 
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wird zur Erhaltung der Zellmasse mehr oder weniger Energie je Zeiteinheit erforder- 
_ lich sein. Da nun simtliche Stoffwechseltypen aufs feinste aufeinander abgestimmt 
sind, muf natiirlich mit Erhdhung der Geschwindigkeit des Glucoseabbaues auch 
ein gesteigerter ,,Umlauf der Elementarzyklen‘ vor sich gehen. Also sollte die 
Reaktionsgeschwindigkeit des Energiestoffwechsels weitgehend bestimmen, wieviel 
der je Zeiteinheit freigewordenen Energie fiir die Erhaltung des dynamischen 
Gleichgewichtes im Organismus geliefert werden mu8 und wieviel Energie schlieB- 
lich zu anderen Arbeitsleistungen iibrigbleibt. 

Eine gewisse Bestitigung tiber die Einwirkung steigender Glucosekonzentrationen 
und héherer Temperaturen geht aus den bereits erwihnten Untersuchungen von 
Tamiya und YamMacurTcut hervor, wenn man den von ihnen gebrauchten Begriff 
, Aktivitat des aufbauenden Zellsystems‘ gleichsetzt mit der jeweiligen Reaktions- 
geschwindigkeit des Energiestoffwechsels, die ja innerhalb weiter Grenzen qualitativ 
fiir die Wachstumsgeschwindigkeit maBgebend ist. Diese Autoren kommen auf 
Grund ihrer Versuchsergebnisse zu der Ansicht, daB die Erhaltung der Zellen in 
wachstumsfahigem Zellzustand eine gréBere Energiemenge in Anspruch nimmt als 
die Erhaltung derselben Zellen im wachstumsunfahigen Zustand. 


Auf diese Weise wird die Wirkung der Glucosekonzentration und der 
Temperatur tiber den Erhaltungsstoffwechsel auf die GréBe des O. K. 
klar. Das gilt zunachst fiir dieO.K.-Werte vom Optimum an in Richtung 
auf gesteigerte Glucosekonzentration und erhéhte Temperatur. Der 
Kurventeil der 0.K.-Werte vom Optimum an in Richtung auf Tempe- 
raturerniedrigung und Glucosekonzentrationsverminderung wird erst 
spater besprochen werden. Jetzt kommt es darauf an, wenigstens qualli- 
tativ das AusmaB des Erhaltungsstoffwechsels in Abhingigkeit von der 
Glucosekonzentration und der Temperatur zu erfassen. 

Zur praktischen Ausschaltung des Energiestoffwechsels wurde eine geniigend 
groBe Menge von Zellmaterial in groBen Kulturgefaifen bei 2% Glucose vor- 
geziichtet, dann zentrifugiert, in anorganischer Nahrlésung — also ohne Glucose- 
und Wuchsstoftzusatz — gewaschen und schlieBlich in dieser Nahrlosung suspen- 
diert. Die Suspension konnte dann zu je 50 cm? abgefiillt werden. Die Ausgangs- 
gewichtskontrolle wurde zwecks Blockierung simtlicher Abbauvorginge sofort 
nach dem WaschprozeB mit 0,2% Monochloressigsiure versetzt und dann zur 
Wagung aufgearbeitet. Zwei Versuchsanordnungen wurden angestellt: 1. Abbau 
der Zellsubstanz bei verschiedenen Temperaturen nach 3 Tagen. — 2. Abbau der 
Zellsubstanz in Abhangigkeit von der Zeit bei konstanter Temperatur (24° C). 

Zunichst wurde der Abbau der Zellsubstanz innerhalb von 3 Tagen 
bei verschiedenen Temperaturen in Prozenten festgestellt (Abb. 6). Zur 
besseren Ubersicht sind die Ergebnisse der Temperaturabhangigkeit des 
Glucoseabbaues, des 0. K. und des Wachstums bei diesen sehr starken 
Einsaaten ebenfalls in Abb. 6 enthalten; diese wurden natiirlich in Nahr- 
lésungen mit Glucose und Wuchsstoffzusatz gewonnen. 

Die Wachstumskurve zeigt gegentiber der Abb. 5 merkwiirdigerweise 
2 Optima. Das erste Optimum liegt bei der Temperatur der 6konomisch 
giinstigsten Arbeit (18—20° C), waihrend das zweite Optimum bei 35° C 
—dem Girungsoptimum —- liegt. Bei dieser Versuchsanordnung mit der 
starken Einsaat ist bei 41° und —0,5 bis 0° noch eine geringe Zunahme 
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der Zellsubstanz zu verzeichnen im Gegensatz zu den Versuchen mit den 
bisher iiblichen schwachen Einsaaten. Offenbar verhalt sich der Orga- 
nismus in diesen sehr jungen 7'4stiindigen Kulturen, in denen es dem 
Zuwachs an Zellmaterial nach noch nicht einmal zur kompletten Zell- 
teilung gekommen ist, anders als in alteren Kulturen mit schwachen Ein- 
saaten und vielen Zellgenerationen. Die O.K.-Werte der Abb. 6 bilden 
wieder die typische Optimumkurve wie in Abb. 2, doch sind die Einzel- 
werte fiir die entsprechenden Temperaturen natiirlich nicht mit den Er- 
gebnissen bei schwachen Einsaaten zu vergleichen. 

Der Verlauf des Zellsubstanzabbaues und der der Girintensitat in Ab- 
haingigkeit von der Temperatur zeigen, daB bei 41° noch nicht das Maxi- 
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Temperaturabhaingigkeit von Giirung, Wachstum, 6. K. und Reservesubstanzabbau. Hefe Frohberg. 


mum des Zellsubstanzabbaues und somit die maximale ,, Umlaufs- 
geschwindigkeit der Elementarzyklen“ erreicht ist. Da bei dieser Tempe- 
ratur die Geschwindigkeit des Glucoseabbaues aber bereits wieder ver- 
langsamt ist, mui angenommen werden, daf die Intensitat des Energie- 
flusses wohl innerhalb weiter Grenzen das Ausmaf des Erhaltungsstoff- 
wechsels bestimmt, daB der Energiestoffwechsel aber nicht untrennbar 
mit Erhaltungsstoffwechsel verkniipft ist, denn sonst mtiBte nach 
Durchschreitung des Girungsoptimums in Richtung auf weitere Tempe- 
raturerhéhung auch der Erhaltungsstoffwechsel geringer werden. — Der 
Erhaltungsstoffwechsel wird also dem bei 41° schon merklich verlang- 
samten Energiestrom je Zeiteinheit so viel Energie entziehen, da& dem 
Aufbaustoffwechsel schlieBlich keine Energie mehr zu Verfiigung gestellt 
werden kann. Ahnlich werden die Verhiiltnisse bei den 0. K.-Werten vom 
Optimum an in Richtung auf 0° hin liegen: Bei —0,5 bis 0° liefert die 
Giirung je Zeiteinheit nur auBerst wenig Energie, und man kann wohl 
annehmen, daf} selbst bei dieser tiefen Temperatur der Erhaltungsstoff- 
wechsel ein Minimum nicht unterschreiten darf, damit die Zelle lebens- 
fihig bleibt. Auch in diesem Fall wird der Glucoseabbau nicht so viel 
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Energie liefern, um neben dem ,»Mindesterhaltungsstoffwechsel** einen 
_ Aufbaustoffwechsel zu gewahrleisten. Der in Abb. 6 eingezeichnete Ver- 
Jauf des Zellsubstanzabbaues diirfte der Abhangigkeit der ,,Mindest- 
umlaufsgeschwindigkeit der Elementarzyklen“ von der Temperatur im 
Ruhestoffwechsel entsprechen, denn die Girung ist ja durch die Ab- 
wesenheit von Glucose unterbunden. 

Die Abhangigkeit des Zellsubstanzabbaues von der Zeit bei einer kon- 
stanten Temperatur von 24° C (Abb. 7) zeigt erwartungsgemiB — ab- 
gesehen von dem anfanglich rapiden Abbau iiberschiissiger Reservestoffe 
— einen recht langsamen Verlauf. Der Abbau an Zellmasse ist in aus- 
gegorener Nahrlosung (Abb. 7/II) — vielleicht auf Grund eines schwach 
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Abb. 7. Abbau der Zellsubstanz bei 24°C in Abhingigkeit von der Zeit. Hefe Frohberg. 


gesteigerten Ruhestoffwechsels durch die in der Lésung befindlichen 
organischen Stoffe — starker als in der rein synthetischen Losung 
(Abb. 7/I) mit nur anorganischen Verbindungen. Fluorescenzmikro- 
skopisch wurde im Fall der ausgegorenen Nahrlésung nach 3 taigigem Ab- 
bau eine Todesrate von 30% gegen 10% in der anorganischen Losung 
gefunden. Bei der héheren Todesrate wird eine toxische Wirkung der 
Stoffwechselendprodukte einschlieBlich des Alkohols vorliegen. Der nach 
einer Stunde nahezu vollstandige Abbau der iiberschiissigen Reservestoffe 
— mikroskopisch mit der Jod-Glykogenreaktion nachgewiesen — ist 
iiberraschend. Bedenkt man, da die Reaktionsgeschwindigkeiten aller 
Stoffwechselvorginge im Organismus aufs feinste aufeinander abge- 
stimmt sind, dann wird es nicht moglich sein, daB diese Vorgange nach 
Verbrauch der Energiequelle spontan abgestoppt werden. Die Ge- 
schwindigkeit des Gesamtstoffwechsels wird mit einer gewissen Ver- 
zogerung bis zur Intensitait, des Ruhestoffwechsels , auslaufen. Zur 
Uberbriickung der beiden Zustinde Gaérung — Ruhestoffwechsel miBten 
das Glykogen und iiberschiissige Kiweifstoffe dann abgebaut werden, und 
damit wurde die Gesamtstoffwechseltatigkeit durch eine ,, Bremswirkung*‘ 
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verlangsamt. Offenbar besitzt der Stoffwechsel im physikalischen Sinn: 
eine gewisse Tragheit. — Zur Unterstiitzung dieser hypothetischen An- 
nahme diente noch folgende Versuchsanordnung: Der Glykogen- bzw. 
Reservesubstanzabbau in Abhangigkeit von den ae 
gungen des zur Verwendung kommenden Zellmaterials. 

Die Organismen wurden in 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 und 5,0% Glucose enthaltender 
Nahrlésung bei 24° C vorgeziichtet, filtriert und bei einer Raumtemperatur von 18° 
mit rein anorganischer Nahrlésung von ebenfalls 18° auf dem Membranfilter aus- 
gewaschen. Nach dem WaschprozeB wurden die aut dem Filter befindlichen 
Organismen mit der anorganischen Lésung iiberschichtet. Nachdem die Zellmasse 
15min mit dieser Losung in Bertihrung gestanden hatte, wurde sie kurz mit 
destilliertem Wasser nachgewaschen und mit 
dem Filter sofort bei 105° C bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und dann gewogen. Die 
Kontrollzellsubstanz jedes Versuches wurde 
sofort nach der Abfiltration der noch Glucose 
enthaltenden Nahrlésung mit 0,5% Mono- 
chloressigsiure versetzt und nachher mit de- 
stilliertem Wasser gewaschen, um dann gleich 
getrocknet zu werden. 

Abb. 8 la8t klar erkennen, daB mit 

oqeg5 7 2 Z ¥ %5  steigender Glucosevorziichtungskonzen- 

SDS RIE TIM oe ae tration die Geschwindigkeit des Reserve- 

Abb. 8. Glykogen- und Reservesubstanz- substanzabbaues innerhalb der 15 min 
bau, 15 min bei 18°C (Vorziichtung bei : : 

24°C). Hefe Frohberg. steigt. Das Glykogen war jedoch in 

keinem Falle schon restlos abgebaut. 

Die Ergebnisse deuten also auf den mit steigender Glucosekonzentration 

erhéhten Gesamt- und Erhaltungsstoffwechsel hin und bringen wieder 

eine Tragheit des Stoffwechsels zum Ausdruck. 
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5. Die Wirkung von Enzymhemmstoffen auf den O. K. 


Zeigte sich bisher immer mit Temperatursteigerungen durch den er- 
hohten Energiebedarf des Erhaltungsstoffwechsels ein geringerer 0). K., 
als dem optimalen Wert bei 18—20° C entsprach, so war es méglich, bei 
der optimalen Giirtemperatur (35° C) durch Zusatz verschiedener Stoffe 
die Oberfliichen einzelner Fermente des Energiestoffwechsels partiell 
zu blockieren, dadurch den Energiestrom zu verlangsamen und damit 
auch den Energiebedarf des Erhaltungsstoffwechsels zu verringern. Es 
wurde eine Wirkung erzielt, die einer Temperaturerniedrigung gleich- 
kam. 

Bei Zusiitzen von Natriumfluorid und Monochloressigsiiure steigender 
Konzentration entspricht der optimale 0. K. tatséchlich der geringsten 
beobachteten Geschwindigkeit des Glucoseabbaues, wie aus der Tab. 3 
hervorgeht. Bei 5 mg%, Ascorbinsiiure ist ebenfalls ein Optimum des 
O, K. zu verzeichnen. Bei der starken Konzentration von 20 mg%, jedoch 
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liegen die Verhiltnisse in Anbetracht des sehr langsamen. Glucose- 
_ verbrauchs ahnlich wie bei ganz tiefen Temperaturen. 


Tabelle 3. Der O.K. bei Verringerung der Geschwindigkeit des Glucoseabbaues durch 
Fermenthemmstoffe. Hefe Frohberg. 
Bei NaF und Monochloressigsiure 0,5% Glucose, bei Ascorbinsaure 2,0% Glucose 
in der Nahrlosung. 35° C; Anf.-px = 4,5—5,0; anaerob. 
SS aa a ee ee 


Inhibitor | Ee ONZERCZAUON Mae ae Sie IES ey 
| mol; % mg aH Tage 
og Lee ened oe LTE eo 
CH,CICOOH . 4-103 Kein Wachstum 2% 
CH,CICOOH .. . 4-10-4 61 Be 5,4 oo 
CErCiICOOHte = 4-105 95 5,0 - 5,26 5 
CHCICOOH*. ~...-. 4-10-% 55 oa 5,72 4 
CHCICOOHD 45)|:4 10-2 46 3,4 7,39 33 
INGE eee Spee 1/100 Kein Wachstum . 
Nai) ee 2 || 2/1000 49 3,6 7,34 ‘ 
Naliewery cle ire tel 10000 95 5,1 5,36 95 
INAH earnest el LOO000 105 5,1 4,85 me 
Nake. seers st 2/1 000000 128 6,2 4,84 Ab 
Kontrolle ohne Hemmstoff . . . 225 9,0 3,99 OF 
Ascorbinsaéure. . . 5mg% 672 23,6 3,51 6 
Ascorbinséure. . . | 20mg% 952 18,7 1,96 40 
Kontrolle ohne Ascorbinsaure . . 879 Oa | 2,51 3 


Aus den Ergebnissen von Yamamoto, der Untersuchungen tiber den Einflu8 von 
Enzymgiften und der Temperatur auf den Ausnutzungsgrad der Atmungsenergie 
beim Wachstum von Aspergillus niger unternahm, lassen sich ebenfalls bei be- 
stimmten Inhibitorkonzentrationen energetische Ausnutzungsgrade ablesen, die 
denen der Kontrollversuche ohne Hemmstoffzusatz iiberlegen sind. Das war 
besonders der Fall bei CO und KCN. Wie auch bei der Hefe lag das Temperatur- 
optimum des Ausnutzungsgrades weit unterhalb des Wachstums- und des Atmungs- 
optimums. 


6. Der O. K. in Kulturen mit extrem starken Einsaaten. 
Die energetische Funktion des Reservestoffes Glykogen. 


Bemerkenswerte Beobachtungen ergaben sich bei Trockensubstanz- 
und 0.K.-Bestimmungen von Kulturen mit sehr starken Kinsaaten und 
schwacher Glucosekonzentration (0,2%) bei lingerer Beobachtung als 
nur 7 Std. Die Messungen wurden durchgefiihrt bei 24, 41 und —0,5 bis 
0° C in Abhangigkeit von der Zeit. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 9 dargestellt. Bei 24° machte sich be- 
reits — das Zellenmaterial war frei von Glykogen — nach 30 min eine 
Zellsubstanzzunahme von 2,6 mg bemerkbar und ein aufSerordentlich 
hoher ©. K. von 19,07, der nach 60 min bei zunichst linearem Zuwachs 
an Zellmasse schon etwas sank. 114 Std nach der Beimpfung sistierte 
plotzlich die Substanzzunahme voriibergehend trotz starken Glucose- 
verbrauchs. Es muB8 sich hier, um die sehr undkonomische Arbeit der 
Organismen in der Lag-Phase handeln, denn 30 min spater, also nach 
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2 Std, nahm die Trockensubstanz fast linear wieder zu, um 21% Std nach 
der Beimpfung das Maximum zu erreichen. Die nun folgende stindige 
Abnahme des Zellsubstanzgewichtes bereits vor dem restlosen Verbrauch’ 
der Glucose beruht darauf, daB die restlichen 12 mg nicht geniigend 
Energie allein der Erhaltung der Zellmasse zur Verfiigung stellen kénnen. 
Die gleiche Wirkung zeigt sich bei —0,5 bis 0° und 41° C, wo sich die 
Lag-Phasen allerdings nicht mehr abzeichnen. 

Der anfangliche Substanzzuwachs bei hohen 0.K.-Werten — mikroskopisch 


wurde starke Glykogeneinlagerung in die Zellen schon nach 30 min gesehen — kann 
nur mit Hilfe potentieller Energie zustande gekommen sein und diirfte mit der von 
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Abb. 9. Zuwachs und Abnahme der Zellsubstanz in Kulturen bei 0, 24 und 41°C 
(sehr starke Einsaat), Hefe Frohberg. 


vaAN Nret und Anpers beschriebenen ,,fermentativen Assimilation‘‘, durch die 
unter Sauerstoffabschlu8 30% des verbrauchten Zuckers von der Hefe gespeichert 
werden soll, identisch sein. RirprrL-BaLpEs (1952, S. 163) betont, daB sich diese 
Erscheinung nur bei Impfung mit starker Hefesuspension und kurzer Versuchsdauer 
bemerkbar macht. Tatsichlich konnte sie bei den sonst uiblichen, sehr schwachen 
Kinsaaten auch nicht beobachtet werden, da sich die Glykogensynthese mit Hilfe 
potentieller Energiereserven schon in der von STEPHENSON beschriebenen initialen 
stationiren Phase (,,initial stationary phase‘‘), also noch vor Beginn der Lag-Phase 
abspielt. 

Das eingesite Zellmaterial, welches erst einige Stunden nach Abtrennung aus der 
Vorkultur in die 0,2% Glucose enthaltende frische Versuchsnihrlésung iiberfihrt 
worden war, enthielt, wie gesagt, kein Glykogen mehr. Bei dem bereits oben 
erwahnten schnellen Glykogenabbau nach Abtrennung der Zellen aus ihrem Vor- 
ziichtungsmedium werden die Organismen eine gewisse Energiemenge potentiell in 
Phosphorsiureestern gespeichert haben, die nun in Gegenwart von Glucose durch 
Hydrolyse der Esterbindungen wieder recht schnell ohne Zufuhr von Garungs- 
energie aus der frischen Nahrlésung eine Resynthese von Glykogen erlaubt. Dieser 


: 


Energiehaushalt der Hefezelle u. Okonomie einiger Energiestoffwechseltypen. 333 


festgelegte Energiebetrag wird nach dem Glucoseverbrauch nun indirekt die 
Reservestoffunktion des Glykogens ausiiben, indem der Organismus durch langsame 
Freigabe der festgelegten Energie das dynamische Gleichgewicht der makromole- 
kularen Zellsubstanz im Ruhestoffwechsel erhalt. So kann der Organismus sich nach 
Erschopfung der Energiequelle bei dem nun sehr geringen Mindesterhaltungsstoff- 
wechsel im Ruhestadium vor einem allzu starken Substanzverlust und dem damit 
verbundenen Zelltod tiber eine langere Zeit hinwegretten. Diese Aussagen werden 
untersttitzt durch Beobachtungen von Gopa, nach denen frische Bierhefe bei Zusatz 
von Glucose eine kurze Latenzzeit der Garung unter gleichzeitiger Glykogen- 
speicherung aufwies, wihrend lange gelagerte Hefe ohne vorherige Glykogenbildung 
sofort zu garen anfing. Im letzteren Fall wird das potentielle Energiedepot vom 
Erhaltungsstofiwechsel verbraucht gewesen sein. In diesem Zusammenhang ist 
bemerkenswert, daB Kulturbedingungen, nach denen ALrHavs Glykogenbildung bei 
der Béckerhefe feststellte, bei der Hefe Frohberg eine giinstige Okonomie der 
Garung ergaben. Dagegen lagen die 0.K.-Werte der Frohberghefe tief unter 
Bedingungen, die nach dem letztgenannten Autor keine Glykogenbildung bei 
Saccharomyces cerevisiae gestatteten. 


7. Versuche zur energetischen Erklarung des Wachstums- 
stillstandes bei extremen Temperaturen. 


Oben wurde bereits erwahnt, daB bei schwachen Hefeeinsaaten in Kul- 
turen, die bei —0,5 bis 0° und 41° C standen, kein Wachstum mehr zu 
beobachten war, waihrend bei den starken EKinsaaten noch eine Substanz- 
zunahme erfolgen konnte. Diese zunichst nicht erklairbare Feststellung 
wurde noch einmal aufgegriffen und bei lingerer Beobachtung von Kul- 
turen mit 2,0% Glucose (statt 0,2%) konnte gezeigt werden, da tat- 
sachlich auch im Falle der Kulturen mit starken Einsaaten noch vor dem 
Abschlu8 der ersten Zellteilung das Wachstum eingestellt wird. — Aus 
den Versuchen der Tab. 4 geht hervor, daB die potentielle Energiereserve 
der Organismen bei Temperaturen oberhalb des Temperaturmaximums 
(41°) und unterhalb des Temperaturminimums (—0,5 bis 0°) befahigt ist, 
bis zu ihrer Erschépfung das Energiedefizit des zu langsam ablaufenden 
Energiestoffwechsels aufzufiillen, um dadurch noch einen schwachen Zu- 
wachs von Zellmaterial zu gestatten. Sowohl bei —0,5 bis 0° als auch bei 
41°C kam das Wachstum, den Trockensubstanzen nach zu urteilen, 
nicht ganz bis zur Zellteilung, dann sistierte der Aufbaustoffwechsel, und 
die weiterhin durch Girung freiwerdende Energie wurde restlos dem Er- 
haltungsstoffwechsel zugefiihrt und konnte selbst diesen auch nicht aus- 
reichend mit Energie beliefern, da nach dem Wachstumsstillstand sogar 
ein Substanzverlust eintrat. Diese Aussagen wurden bestatigt durch die 
mit fortschreitender Zeit rapide absinkenden O.K.-Werte noch wihrend 
der Substanzzunahme bei diesen Versuchstemperaturen. — Eine Plasma- 
schidigung kann bei 41° wohl kaum vorliegen, denn Kulturen, die nach 
vollkommener Einstellung des Aufbaustoffwechsels und zusatzlicher 
Substanzabnahme wahrend der Temperatur von 41° C bei 35° C weiter- 
kultiviert wurden, zeigten einen starken Anstieg der Gargeschwindigkeit, 


eh 
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Tabelle 4. O.K. und Wachstum bei extremen Temperaturen. Hefe Frohberg. 
2,0% Glucose, sehr starke Kinsaat. 


‘ Glucose- Trocken- Glucose- th ony 6.K 
i: berries Zeit verbrauch | substanz | 0. K. ia i nn tea Differenz 
ae | ed mg mg 
41 0 — | 10,6 Kinsaat (Kontr.) 
6 Sta | s1007 erie © 5,18 = + 5,5 = 
i Hie 407 | 20,1 2,33 | 301 + 4,0 1,32 
27 a as eel set 37 213 — 
Pe ee 465 | 17,9 | (1,56) 21 EF ip By — 
35 gg a hag reas 1,85 84 + 2,9 3,45 
oT ee CAAT ee a 2,14 122 45 3,44 
—0,5 0 (je oo ee Tee Einsaat (Kontr.) 
bis 5 Std Yo rer ios 1667" 2 + 0,2 = 
0°° Ean Fs amt et el be 3,88 6 + 0,5 8,3 
3 Tage GO. Tt) 12. Sa" 0G 42 + 1,5 3,57 
habe 115 15,0 3,82 55 a: 2.9 3,99 
eW,, 264 | 17,9 2,76 149 + 2,9 1,94 
eae 443 20,5 | 2,23 179 4+ 2.6 1,45 
bo 605 | 20,8 1,68 162 40,3 
a deed 749 | (19,5 ois 144 a ae} = 
Davies S817 erie 5 Se 132 aes i) aa 


eine Wiederaufnahme des Wachstums und einen steigenden 0. K. Als 
unterstiitzender Faktor fiir das anfiingliche Wachstum bei 41° kénnte 
noch die Stoffwechseltragheit mitwirken, die anfiinglich durch ein giin- 
stigeres Verhiltnis zwischen der GréBe des Erhaltungsstoffwechsels und 
der des Energiestoffwechsels die Arbeit der Organismen dkonomischer 
gestaltet als in spaiteren Kulturstadien, wenn die Gesamtstoffwechsel- 
tatigkeit sich auf 41° C eingestellt hat. 

Bei diesen und auch spiteren Untersuchungen war es angebracht, die gemessenen 
Daten wie Trockensubstanz, Glucoseverbrauch und 0.K. nicht nur vom Beginn der 
Kultur an zu messen, sondern auch die Differenzwerte von Zeitintervall zu Zeit- 
intervall zu beriicksichtigen, weil dadurch zeitliche Anderungen im Energiehaushalt 
der Zellen deutlicher hervortraten. 

Wie frither schon angedeutet wurde, kann tatsiichlich aus energetischen 
Griinden unterhalb des Temperaturminimums und oberhalb des Tempe- 
raturmaximums bei der Frohberghefe kein Wachstum stattfinden. Plasma- 
schiidigungen treten jedoch bei diesem Organismus erst bei etwas 
hdheren Temperaturen ein. — Méglicherweise treffen diese Beobach- 
tungen nicht nur bei der Hefe, sondern auch allgemein bei Mikroor- 
ganismen zu. 

Biynine und HeERvtxe stellten bei Untersuchungen an der thermophilen Blau- 
alge Oscillatoria geminata fest, daB das Plasma dieses Organismus keineswegs hitze- 
resistenter ist, als das von nicht thermophilen Organismen. Diese Autoren nehmen 


an, daB diese Blaualge ,,im Gegensatz zu nichtthermophilen Pflanzen durch plasma- 
tische Faktoren, die die an der Atmung beteiligten Stoffdiffusionen zu begren- 
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zenden Faktoren werden lassen, davor geschiitzt sind, daB die Enzyme mit 
steigender Temperatur ungehemmt das Reservematerial angreifen.** In diesem 
_ Falle ist natiirlich die Temperaturspanne zwischen dem Temperaturmaximum des 
Wachstums (50° C) bis zur thermischen Schadigung sehr klein. — Noack stellte an 
_ Versuchen iiber den Betriebsstoffwechsel thermophiler Pilze fest, daB diese Or- 
ganismen bei den hohen Temperaturen durchaus nicht schneller arbeiten als 
andere Mikroorganismen. Bei den von ihm bearbeiteten Pilzen ist im Gegensatz zu 
nicht thermophilen Organismen lediglich der Temperaturbereich zwischen Wachs- 
tumsminimum und -maximum verschoben. Die Wachstumsminima dieser Pilze lagen 
zwischen 21 und 30°C. Der 0. K. von Thermoascus aurantiacus betrug bei 45° 
und 3% Glucose in der Nahrlésung nach 4tagigem Wachstum 55 und nach 9 Tagen 
27. Diese Ergebnisse stehen in vollkommenem Einklang mit den Beobachtungen 
von Tamiya bei Aspergillus. In 9 Tagen war nicht einmal die in 40 cm* Nahrlésung 
enthaltene Glucosemenge von etwa 1,2 g restlos veratmet. Noack betont weiterhin, 
daf der Temperaturkoeffizient fiir die Atmung der thermophilen Pilze einen ge- 
ringeren Wert besitzt, ,,als der allgemeinen Regel entspricht‘‘. Beziiglich der Re- 
aktionsgeschwindigkeiten. herrschen also ungefahr die gleichen Verhialtnisse wie 
bei Organismen, die bei 25—30° C optimal wachsen. Die Ergebnisse von BiNNING 
und HrRpDTLE stellen somit eine vollkommene Bestatigung der aus den Unter- 
suchungen von Noack gezogenen Folgerungen dar. 

Bisher spricht nichts dagegen, daf auch bei thermophilen Mikroorganismen 
jenseits der Temperaturminima und -maxima fiir das Sistieren des Wachstums die 
gleichen Griinde vorliegen wie bei der Hefe Frohberg. Damit soll jedoch nicht be- 
stritten werden, da auch Organismen existieren, bei denen die Temperatur der 
thermischen Plasmaschidigung direkt mit der des Wachstumsmaximums zu- 
sammenfallt. 


8. Der EinfluB von Sauerstoff auf den O. K. der Hefe Frohberg. 


Trotz den nicht gerade giinstigen O,-Diffusionsverhaltnissen in den 
bisher unter anaeroben Bedingungen verwendeten 100 cm3-Erlenmeyer- 
kolben mit je 50 cm* Niahrlésung wurde diese Versuchsbedingung zu- 
naichst auch fiir aerobe Kulturen benutzt, um gute Vergleichsméglich- 
keiten mit der Abhangigkeit des O. K. vom Fortschritt des Wachstums 
bzw. vom Alter der Kulturen unter SauerstoffabschluB herzustellen. Die 
Ergebnisse sind in der Abb. 1 B enthalten. — Bei sehr jungen Kulturen 
mit geringen Trockensubstanzen zeigt sich, wie auch unter anaeroben 
Verhaltnissen, wieder der bekannte Lag-Phaseneffekt mit verhaltnis- 
miaBig niedrigem O. K. und einem mit fortschreitendem Alter der Kultur 
rapiden Anstieg des O. K. bis zum Optimum. Um zu priifen, ob der dann 
folgende schnelle Wiederabbau der O.K.-Werte mit O,-Mangel zu er- 
kliren sei, wurden Kulturen in Kluyverkolben kraftig durchliiftet, doch 
lieB sich auch unter diesen optimalen Bedingungen ein Absinken des an- 
fangs durch die Atmung erhdhten O. K. den Werten der Tab. 5 nach 
nicht vermeiden. Wie gering der Atmungsanteil neben der Alkoholgarung 
unter aeroben Bedingungen ist, lat sich aus den Abb. 1 A und B ablesen. 
Bei Trockensubstanzen von 30—40 mg liegen die 6.K.-Werte aerob um 
etwa 10% héher als die Werte unter anaeroben Verhiltnissen bei den 
entsprechenden Trockensubstanzen. 


»* 
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Tabelle 5. Der O.K. bei Durchliiftung der Kulturen. Hefe Frohberg. 
2,0% Glucose ; je 200 cm? Nahrlésung; Anf.-pq = 5,0; 24° C. 


< - Kultur- 

OEE ag ea aaah 6. K. pron Beier kome 

i 145 17,2 | 11,86 | 18Std Je 2 Liiftungskulturen 
159 18,3cpaee tol is: wurden zu 3 verschie- 

ee 360 33,0 9,16 24 as denen Zeiten unter- 
375 20.0 cauiteaittiis 2. ae sucht. Insgesamt 6 

Re 2460 118,0 4,79 48 ,, Liiftungskolben. 

2390 104,0 4,34 AS i 


Mryernor weist darauf hin, daB untergirige Bierhefen mit dem sehr unvoll- 
standigen Cytochromsystem nach Messungen des R.Q. selbst unter optimalen 
Liftungsbedingungen nicht in der Lage sind, bei einer Atmungsanpassung mehr als 
1/, des verbrauchten Zuckers zu veratmen. Mindestens zu 80% wird der Zucker also 
immer noch vergoren. Unter normalen aeroben Verhiltnissen soll der veratmete 
Zuckerbetrag sich zu dem vergorenen Anteil wie 2: 98 verhalten. Dieser Atmungs- 
effekt neben der Garung wird in der Literatur allgemein als Pasteursche Reaktion 
bezeichnet. 


Folgende Versuche sollen nun entscheiden, ob es méglich ist, unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen bei der Hefe Frohberg eine Atmungs- 
anpassung zu erreichen: 


200 cm’ Nahrlosung, Anf.-py = 5,0, mit 2,094 Glucose wurden bei 22—26° C gut 
beliiftet. Nach 4 Tagen war die Glucose verbraucht. Nach weiteren 3 Tagen Liiftung 
wurde aus dieser 1. Kultur in ein neues, mit 200 cm? Nahrlésung und 2% Glucose 
gefiilltes Liiftungsgefai8 tibergeimpft und insgesamt 7 Tage bei 22—26° gehalten. 
Erneut wurde dann in ein 3. Liiftungsgefa8 iibertragen unter den Bedingungen der 
ersten beiden Kulturen. Aus diesem 3. Versuch wurde nach 18 Std die erste Probe 
von 50 cm’, nach 26 Std die 2. Probe und nach 38 Std die 3. Probe entnommen und 
der 0.K. bestimmt. 


Tabelle 6. Versuch einer Atmungsanpassung. Hefe Frohberg. 


| Glucoseverbr. | Trockensubstanz | 0.K Liiftungsdauer 
mg mg . K. Std 
1sRrobes. ik Wit 35 B40 | 15,4 | 18 
DOREOD ORs acy tails total 119 Ab ER? 9,49 26 
3. Probe:. da ot | 545 28,0 5,13 | 38 


Wiederum fallt der O. K. mit zunehmender Trockensubstanz bzw. zu- 
nehmender Liiftungsdauer stark ab, wie aus Tab. 6 hervorgeht. Demnach 
hat also auch unter diesen Versuchsbedingunge keine Atmungsanpas- 
sung stattgefunden. 


Kuvyver und HoocrrnEmE mafgen Redox-Potentiale in Suspensionen ver- 
schiedener Hefen und erhielten im Gegensatz zu gut atmenden Hefen bei Saccharo- 
myces cerevisiae unter aeroben Bedingungen in glucosehaltigen Pufferlésungen einen 
schnellen Potentialabfall innerhalb von 5 Std, wahrend das Potential bei stark 
atmenden Hefen nur schwach absank. 
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Kin starker Potentialabfall und das damit verbundene Sistieren der 
_ Atmung kann in den Kulturen der Hefe Frohberg hoéchstwahrscheinlich 
das plotzliche Absinken des 0. K. unter aeroben Bedingungen erklaren. 
Deshalb erfolgte frische Einimpfung von H.Frohberg in das sterile Filtrat 
einer gut angewachsenen Kultur. Aus den Tabellenwerten (Tab. 7) 1a8t 
sich ablesen, das der O. K. jetzt nur wenig ansteigt. Der Atmungseffekt 
ist also teilweise gehemmt. Potentialmessungen mit Redoxindikatoren 


in wachsenden Parallelkulturen ergaben selbst bei O,-Zutritt einen star- 
ken Potentialabfall. 


Tabelle 7. Der zeitliche Verlauf des O.K. in Filtraten gut angewachsener Kulturen von 
Hefe Frohberg. 
Die Ausgangsnahrlésung enthielt 2,0% Glucose. Das Filtrat hatte einen Glucose- 
gehalt von 1,4%. Das px wurde mit K,HPO, wieder auf den Wert von 5,0 eingestellt. 
, 24° ©; aerob. 


Zunehmendes | Glucoseverbr. | Trockensubst. . 
Alterd. Kulturen mg mg 6. K, 
BY 2,0 5,4. 
38 2,2 5,78 
43 2,8 6,51 
45 3,0 6,66 
50 one 6,60 
59 4,6 7,79 
88 6,1 6,93 
™ 205 1237 6,19 
298 17,1 (59-7183) 


Es scheint also, als wiirden durch die groBe Konzentration von Redox- 
systemen tiefer Potentialwerte die nur in sehr geringer Menge vorhande- 
nen Cytochrome, die daritber hinaus noch unvollstandig sind, im re- 
duzierten Zustand blockiert, wenn durch Ausscheidung von Aldehyden 
und anderen reduzierenden Stoffen das Oxydationsvermégen der Nahr- 
lésung nach und nach abnimmt. 


9. Der O.K. unter aeroben Verhaltnissen bei Zusatz einiger 
Fermenthemmstoffe bzw. reaktionsumleitender Stoffe. 


a) Der EinfluB von KCN auf den O. K. unter Lufisaverstoffzutritt. Es 
bleibt nun noch zu beweisen, daB der in jungen Kulturen bei O,-Zutritt 
stark erhohte 0. K. tatsiichlich auf der bisher vermuteten Atmung neben 
der Garung beruht. Dazu wurde der O. K. unter aeroben Verhaltnissen 
bei partieller Hemmung der Atmung durch KCN gemessen. Nach Tab. 8 
liegen die O.K.-Werte bei KCN-Zusatz tatsachlich bedeutend tiefer als 
in der Kontrolle ohne KCN und es wurde dadurch der Beweis erbracht, 
daB die untergirige Froberghefe nur in jungen Kulturstadien schwach 


atmet. 
23* 


338 W. KAvurMAnNn: : t 


Tabelle 8. Der O.K. in Abhdngigkeit vom Fortschritt des Wachstums bei partieller 
Hemmung der Atmung durch KCN. Hefe Frohberg. 
2,0% Glucose; 24° C; Anf.-pgy = 5,0; aerob; M/2000 KCN. 


Versuch mit KCN Kontrolle ohne KCN 
Zunehmendes Glucose- Trocken- Glucose- Trocken- 
Alter der verbrauch substanz Oaks verbrauch substanz 6. K. 
Kulturen mg mg mg mg 

42 2,0 4,76 18 1,6 8,8 
66 3,8 5,75 29 4,2 14,48 
78 5,9 7,56 47 ity | 12,12 
135 8,7 6,44 72 73 10,13 
1 213 12,5 5,86 115 10,4 9,04 
366 21,0 blo 332 22,3 6,71 


b) Der EinfluB von Na,SO, unter aeroben Bedingungen. Der ©. K. bei 
partieller Glycerinbildung neben Athylalkohol und CO,. Die in Tab. 9 ein- | 
gezeichneten Versuchsergebnisse zeigen, dai bei Zusatz von Na,SO, zu 
den Kulturen der Hefe Frohberg qualitativ der gleiche Renee 
auftritt wie bei KCN-Zusatz. 


Tabelle 9. HinfluB von Na,SO, auf die Atmung der Hefe Frohberg bei Entstehung von 
Glycerin durch abgefangenen Acetaldehyd. Hefe Frohberg. 

2,0% Glucose; 0,5% Na,SO,; Anf.-py = 6,8; 24° C; aerob. Die Kontrollnahrlésung 

ohne Sulfit wurde mit K,HPO, auf px 6,8 eingestellt. Je 100 em* Nahrlésung in 


Fernbachkolben. 
Glucose- Trocken- 
Nr. End-py verbrauch substanz 6. K. Kulturdauer 
mg mg 
ir 6,7 72 2,5 3,47 14 Std 
2. 6,5 94 6,0 6,38 20; 
3. 6,1 289 12,1 4,18 32,";, 
4. 5,7 785 30,7 3,90 vey Ore 
5. 4,8 1420 50,2 3,53 3% Tage 
6. 4,2 1269 58,5 4,60 3%, Tage 
(Kontr. ohne 
Sulfit) 


An dieser Versuchsanordnung sollte ferner festgestellt werden, ob beim. 
Abfangen von Acetaldehyd auf Zusatz von Sulfit und der damit erfol- 
genden Glycerinbildung der 6. K. sich zu dem der Kontrolle ohne Sulfit- 
beigabe a&ihnlich verhilt, wie energetisch die Glycerinbildung zur nor- 
malen Alkoholgirung. 

Der Acetaldehyd wurde als gut lislicher Acetaldehyd-Sulfitkomplex abgefangen 
und das gebundene Sulfit nach Kixrn als BaSO, bestimmt. Aus dem Gewicht des 
BaSO, konnte der abgefangene Acetaldehyd quantita tly ermittelt werden. 

Die quantitative Auswertung dieses Versuches ergab, daB 1/, der ver- 
brauchten Glucose nach dem bereits friiher besprochenen Glycerin- 
bildungschemismus abgebaut wurde. Die hieraus folgenden Werte von 
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AF und AH, sowie die theoretischen und wirklich gefundenen (.K.-Werte 
_ sind in der Tab. 10 enthalten: 


Tabelle 10. 
epeerts, Pbpeay spielen da ma bre eri ey reel) YO burs EO i rere 


Theoretische 
SAR ABW ec -wert nach / Betandéner 
O.K.-Wert 
Keal. — AH — AF 
Normale Alkoholgaérung . . 4 24,0 | 56,0 — — 4,60 
Glycerinbildung neben mormaler 
Alkoholgirung (Versuch). . . 17,5 | 42,0 | 3,45 | 3,90 3,53 
Glycerinbildungee2 | thew anich 2,0 | 24,0 — — -—— 
(+44) 


Der theoretische O.K.-Wert nach —AH stimmt praktisch mit dem 
experimentell gefundenen iiberein. 

Fiir die O.K.-Werte der letzten Versuche ist weitgehende Sicherheit gewahr- 
leistet, da in vielen, hier nicht angefiihrten Vorversuchen die Werte bei Sulfitzusatz 
grundsatzlich tiefer lagen, als bei den Kontrollversuchen ohne Sulfit. AuBerdem 
besteht kaum ein Unterschied in den Geschwindigkeiten des Glucoseabbaues 
zwischen Haupt- und Kontrollversuch, so da8 wohl eine Berechtigung besteht, die 
0.K.-Werte mit den thermodynamischen Daten in Beziehung zu stellen. 

Im Gegensatz zu KCN und Na,SO, konnte bei Zusatz von Ascorbin- 
saure zu aeroben Kulturen der Frohberghefe keine Hemmung der Atmung 
festgestellt werden. 


10. Der O.K. bei Torulopsis utilis unter aeroben und anaeroben 
Verhaltnissen. 

Neben der Atmung des bereits beschriebenen Pasteureffektes der Hefe 
Frohberg wird natiilich immer noch ein groBerer Zuckerbetrag vergoren 
werden, so daB die 6.K.-Werte in den jungen Kulturstadien fir einen 
Vergleich der Okonomie von Atmung und Girung kaum verwertbar 
sind. Deshalb sollten in den folgenden Versuchen O.K.-Werte bei der 
stark atmenden Torulopsis utilis in Liiftungskulturen bestimmt werden. 
—Da 7. utilis hinsichtlich des Wuchsstoff bedarfs vollkommen autotroph 
ist, war ein Zusatz von 0,5% ausgegorener Wiirze zur Nahrlésung tiber- 
fliissig. Die recht hohen O.K.-Werte (bis tiber 46) sind in Tab. 11 dar- 
gestellt. 


Tabelle 11. Der O.K. bei T. utilis unter Liiftung. 
LiiftungsgefaBe mit je 300 cm* Nahrlésung; Anf.-py = 5,0; 24° C. 


Glucosekon- Glucose- Trocken- Rulhurdoner 

zentration verbrauch | substanz Std 
% mg mg 

ee ee i 
0,2 ile 82,2 46,44 48 
0,5 354 166,2 46,90 48 


2,0 533 171,0 30,32 | 36 


ee 
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Obwohl anzunehmen ist, daB 7’. utilis sich unter anaeroben Verhalt- 
nissen im 0). K. ahnlich verhilt wie die Hefe Frohberg, so sollen die Werte 
von 7’. utilis doch noch bei der Garung, also unter anaeroben Bedingun- 
gen, in 0,5 und 2,0% Glucose enthaltender Nihrlésung gepriift werden, 
um auf den aus ().K.-Werten ermittelten Quotienten Atmung/Alkohol- 
girung auch von der energetischen Seite aus genauer eingehen zu kénnen. 
Tatsaichlich bestehen nach Tab. 12 anaerob keine erheblichen Unter- 
schiede im Vergleich zu den entsprechenden, friiher schon behandelten 
O.K.-Werten der Hefe Frohberg. 


Tabelle 12. Der O.K. bei 7’. utilis unter anaeroben Bedingungen. 
24° C; je 50 cm? Nahrlosung in 100 cm?-ERLENMEYER-Kolben; Anf.-py = 5,0. 


Glucose- Glucose- Trocken- . 
konzentration verbrauch substanz 6. gael 
% mg mg . 
0,5 210 18,0 8,56 8 
* 2,0 304 19,7 6,41 8 


Unter Beriicksichtigung der in den Tab. 11 und 12 enthaltenen O0.K.- 
Werte ergibt sich also bei 0,5% Glucose das Verhaltnis Atmung/Alkohol- 
girung als 46,9/8,56 = 5,47 und bei 2,0% als 32,02/6,41 = 5,0. Diese 
Zahlen néhern sich immerhin dem energetischen Quotienten von —AF, 
wiahrend es in diesem Falle offenbar unméglich ist, mit —AH zu rechnen: 
AF: Atmung/Alkoholgirung = 685 Keal./56 Keal. = 12,2; —AH: 
674 Keal./24 Keal. = 28. Der Erhaltungsstoffwechsel der Organismen 
diirfte — gleiche Kulturbedingungen vorausgesetzt — bei der Atmung 
mehr Energie verbrauchen als bei der Giirung, da der Energieflu8 je 
Zeiteinheit bedeutend gréBer ist. Dieser Mehrbetrag an Erhaltungs- 
energie ist jedoch nicht in dem 6konomischen Verhiltnis erfaBt. Deshalb 
kann angenommen werden, dai das 6konomische Verhiltnis von At- 
mung/Alkoholgirung sich noch weiter in Richtung auf die GréBe des 
nach —AF aufgestellten Verhiltnisses verschiebt. 

Unter der Voraussetzung, daB der 0.K. der Hefe Frohberg bei reiner Atmung in 
2,0% Glucose enthaltender Nahrlésung wie 7’. utilis den Wert 32 hat, lassen sich die 
von MryerHor und anderen Autoren bei R.Q.-Messungen an untergarigen Bier- 
hefen gemachten Feststellungen, nach denen diese Hefen unter normalen aeroben 
Verhaltnissen etwa 1—2% des verbrauchten Zuckers veratmen, bestiatigen. Aus der 
Abb. 1 laBt sich ablesen, daB die Differenz der 0.K.-Werte der Frohberghefe zwischen 
den aeroben und anaeroben Werten bei 30—40 mg Trockensubstanz etwa 0,7 0.K. 
betrigt. Diese Differenz stellt also den reinen Atmungsanteil dar, der sich nun zu 


2,17% in guter Ubereinstimmung mit den aus Messungen des respiratorischen 
Quotienten gewonnenen Ergebnissen berechnen liBt: 100 x 0,7/32 = 2,17. 


11. Die Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf den 
0. K. von Hefe Frohberg und Torulopsis utilis aerob und anaerob. 

In simtlichen bisherigen Untersuchungen iiber den Energiehaushalt 
der Hefezellen wurden py-Anderungen im Laufe des Wachstums un- 
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beriicksichtigt gelassen, obwohl bei der Froberghefe wie auch bei Toru- 
lopsis utilis recht beachtliche py-Anderungen auftraten. — Bei einem An- 
fangs-py von 5,0 sank der py-Wert in Kulturen der Frohberghefe in 
keinem Falle unter 3,0, wihrend beim gleichen Anfangs-px fiir 7. utilis 
niemals Werte unter 2,5 gemessen wurden. Diese Endwerte stellten 


Tabelle 13. Der Hinflup des py-Wertes auf den O.K. von Hefe Frohberg und T. utilis. 


(H. Frohberg aerob und anaerob; 7’. utilis aerob.) 


24°C. 1. 0,5% Glucose. 2. 2,0% Glucose. 


Glucose- Trocken- 
i Hog oasis End-py | verbrauch substanz O.K Kulturdauer 
2 (3) mg mg 
1. Hefe Frohberg aerob: 
Ne) SOs. 0: 3,0 3,0 56 6,5 11,60 40 Std 
: a 4,0 3,4 95 10,2 10,73 40 ,, 
is 5,0 4,65 18 2,0 Viedee 400; 
Br 6,0 5,1 188 14,6 8,56 3 Tage 
x 7,0 6,1 68 7,2 10,58 Sh St 
‘, 8,0 | 6,7 42 4,7 11,19 owe 

(NH,),CO . 6,0 5,0 196 15,7 8,01 21, Tage 
5G OOO.) 52 5,6 10,76 2, 5s 
a 8,0 6,9 27 3,1 11,48 2% 5, 

1. Hefe Frohberg anaerob: 

CNEL) BS Olen ||) 350) 2,9 71 5,0 7,04 62 Std 
5 4,0 | 3,2 78 5,6 7,16 62 ,, 
if 5,0 4,3 76 6,0 7,89 6255 

(NH,),CO. . . | 6,0 5,9 38 2,9 7,63 3% Tage 
se 7,35 | 6,3 70 5,7 8,14 2, oe 
ih 8,0 | 6,3 70 5,7 8,14 aye 

2. Hefe Frohberg anaerob: 

(NH,),80,. . . | 3,0 | 2,9 84 4,3 5,11 3, Tage 
He 4,0 Bie 83 Dee 6,38 3% =, 
be 5,0 4,3 96 4,4 4,58 34% >» 
35 6,0 5,75 118 4,8 4,06 34%», 

1. Torulopsis utilis aerob: 

nr) 80,2 S,0" 28 56 4,9 8,74 | 40Std 
- 4,0 3,0 62 4,6 7,41 AO, 

x 5,0 | 3,1 66 5,1 7,72 a0r 
; 6,4 4,6 67 5,3 7,91 40 ,, 
6,8 4,8 59 4,5 7,62 (eee 
3 7,2. | 6.7 55 4,8 Bh hondins 
0 Pa || 0,0 3,0 124 Yer 5,80 4 ‘Tage 
aagiced 7,30 | 5,9 205 14,2 6,92 2% ,, 
‘ 8,0 | 6,5 58 5,7 9,82 Zujiegs 
2. Torulopsis utilis aerob: 
(NH,),80, . ee POAT er 80 6,3 7,87 2 Tage 
. 3,0 257 112 eg: 6,51 me 
x 4,0 257 116 Tel 6,12 Dias 
f 5,0 | 2,8 127 8,5 6,69 hea 
‘ 6,0 | 3,1 127 7,3 5,74 talk 
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keinen begrenzenden Faktor fiir das Wachstum der beiden Organismen 
dar. 

Die bei diesen Versuchen wiederum verwendete Grundnahrlésung wurde mit 
H,PO, auf die jeweiligen sauren py-Werte eingestellt und mit K,HPO, baw. K,CO, 
auf die Werte im alkalischen Bereich. Um das Auftreten von freiem NH, bei 
neutraler und alkalischer Reaktion zu verhindern, wurde das Ammoniumsulfat 
teilweise durch Harnstoff als N- Quelle ersetzt. AuBerdem geschah die Sterilisation 
der Nahrlésungen fraktioniert im Dampftopf, um der Karamellisierung der Glucose 
vorzubeugen. 

Die Ergebnisse der Versuche wirken zunichst recht verwirrend, da 
eine ganze Anzahl von unspezifischen Faktoren bei der Auswertung der 
in Tab. 13 eingetragenen O.K.-Werte beriicksichtigt werden miissen. — 
Infolge der recht schnellen py-Anderungen wiihrend des Wachstums kam 
es darauf an, die Kulturen friihzeitig zur Aufarbeitung abzubrechen. Den 
bisherigen Erfahrungen nach sind jedoch gerade die 0.K.-Werte von 
jungen Kulturen schwer zu beurteilen, da der Lag-Phasen- und Pasteur- 
effekt zu sehr in den Vordergrund treten. — Die Kulturen von 7’. utilis 
diirften trotz teilweise starken pq-Anderungen noch nicht tiber die ener- 
getisch ungiinstige Lag-Phase hinaus gewesen sein, da selbst bei diesem 
stark atmenden Organismus die erreichten Héchstwerte des 0. K. noch 
unter denen der Hefe Frohberg lagen. Das auf erordentlich starke Ab- 
sinken der Reaktionsgeschwindigkeit des Energiestoffwechsels bei ex- 
tremen Anfangs-py-Werten macht es erforderlich, auch die unterschied- 
lichen Intensitaten des Erhaltungsstoffwechsels zu beriicksichtigen. 

Die starken, durch unspezifische Faktoren hervorgerufenen Differenzen 
der O.K.-Werte lassen sich also mit den bisher gewonnenen Erkenntnissen 
erkliren. Ein spezifischer EinfluB auf den Energiehaushalt la8t sich 
jedenfalls bei den recht komplexen Bedingungen nicht nachweisen. Sicher- 
lich werden die Zellen tiber Einrichtungen verfiigen, durch Permeabilitats- 
ainderungen usw. das intracellulire py weitgehend konstant zu halten. 
So vermutet Myrsdck im Wirkungsbereich der Fermente lokal héhere 
H-Ionenkonzentrationen gegeniiber der Umgebung. 


II. Die Okonomie bei Spaltungsgdrungen einiger Bakterien. 


1. Die Alkoholgirung mit Pseudomonas Lindneri. 


Nachdem im letzten Abschnitt teilweise aufgeklirt werden konnte, 
welche chemischen und chemisch-physikalischen Faktoren den Energie- 
haushalt der Hefezelle und damit den O. K. beeinflussen, sollten einige 
Spaltungsgirungen der Bakterien untersucht werden. Hinsichtlich 
einiger Literaturangaben vergleiche man RrppEL-BALDEs (1952). 

Zunichst wurde Pseudomonas Lindneri gepriift, das dafiir bekannt ist, 
wie Saccharomyces cerevisiae eine reine Alkoholgirung durchzufiihren. — 
Leider war es nicht méglich, dieses Bakterium in der bei der Hefe be- 
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nutzten Nahrlésung zu kultivieren, da sich dieser Organismus in bezug 
_auf Wuchsstoffe als recht anspruchsvoll erwies: 


Deshalb wurde zur Kultur 4fach verdiinnte Bierwiirze verwendet, die mit 
K,HPO,, gegeniiber dem Anfangs-py von 5,0 fiir die Hefe Frohberg und 7. utilis, 
auf px 6,5 eingestellt wurde. In Vorversuchen zeigte sich namlich, da® Ps. Lindneri 
neben dem Alkohol auch geringe Mengen von Saure bildete, die das pu im Laufe der 
Kulturzeit bis auf 3,8 herabdriickte und dann zum begrenzenden Faktor fiir das 
weitere Wachstum der Organismen wurde. Es war erforderlich, nach je 24 Std 
Kulturzeit das py mit n/2 NaOH wieder auf den Wert von 6,5 zu adjustieren. In 
den reichlich angesetzten Parallelkulturen wurde die dazu benétigte Alkalimenge 
ermittelt und dann unter sterilen Bedingungen den Kulturen fiir die 0.K.-Be- 
stimmungen zugesetzt. 

Natiirlich war es bei der verhaltnisma8ig komplexen organischen Nahr- 
lésung unumganglich, unter den gleichen Kulturbedingungen auch Ver- 
gleichskulturen mit der Hefe Frohberg anzusetzen, um die 0.K.-Werte 
dieser beiden Organismen vergleichen zu kénnen. Diese Werte lassen sich 
verstandlicherweise nicht in genaue Beziehung setzen mit denen, die 
friiher bei der Hefe in genau definierter Naihrldsung gewonnen wurden, 
zumal die Wiirze als C- Quelle Maltose enthailt und daneben zweifellos 
auch noch einen gewissen Glucoseanteil. Die gemessenen Bertrandwerte 
wurden jedoch nur auf Maltose umgerechnet, und die daraus entstande- 
nen Ungenauigkeiten konnten in Kauf genommen werden, weil hier fiir 
beide Organismen der Fehler in der Zuckerbestimmung der gleiche ist. 

Der in Tab. 14 eingetragene hohe 0.K.-Wert von 7,04 fiir die Hefe 
1aBt darauf schlieBen, daB neben der C- Quelle auch Eiweifstoffe assi- 
miliert oder zum Energiegewinn abgebaut worden sind. Uberraschender- 
weise liegt bei Ps. Lindneri der entsprechende Wert mit 3,33 bedeutend 
tiefer und lat sich wohl nicht allein durch die geringe Alkohoibildung 
auf die umgesetzte Zuckermenge erkliren. Diese prozentual geringere 
Alkoholmenge diirfte auf die schwache Saurebildung dieses Bakteriums 


Tabelle ve Der O.K. von Ps. Lindneri im Vergleich zu dem der Hefe Frohberg. 
4fach mit Aqua dest. verdiinnte Wiirze als Nahrlosung zu je 50 cm® in 100 cm®- 
ERLENMEYER-Kolben. 24° C; Anf.-pgy = 6,5; anaerob; 3,5% Maltose. 


Maltose- Trocken- ... mg Athylalkohol 
Organismus verbrauch substanz O. K. auf den Maltose- 
mg mg verbrauch 
a aD 
Ps. Lindneri (5 Tage Wachs- 906 Bile 3,45 
tum) 874 29,6 3,38 
911 28,9 BY lhy! 
Mittelwerte: 897 29,9 3,30 313 
Hefe Frohberg (3 Tage 1355 95,0 7,01 
Wachstum) 1328 92,6 6,97 
1309 94,8 is28 
Mittelwerte: 1330 94,1 7,07 508 
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zuriickzufiihren sein. Bekanntlich verlaufen die meisten anaeroben 
Saurebildungen aus Zucker energetisch nicht viel ungiinstiger, ja oft- 
mals sogar noch giinstiger als die reine Alkoholgirung, so daB die Saure- 
bildung fiir den niedrigen 6. K. wohl kaum verantwortlich gemacht 
werden kann. Es wire méglich, daB u.a. die wahrscheinlich stirkere 
innere Reibung des Plasmas der Bakterien, im Gegensatz zu der bei den 
viel gréBeren Hefen, den Bakterien einen Teil der fiir den Aufbaustoff- 
wechsel verfiigbaren Energie wegnimmt. Ferner wire es versténdlich, 
wenn je Gewichtseinheit Zellmasse bei kleinen Organismen mehr Ober- 
flachen- und Grenzflachenarbeit aufzuwenden ist als bei den groBen Hefe- 
und Pilzzellen. Praktisch wiirde also der Erhaltungsstoffwechsel kleiner 
Mikroorganismen mehr Energie erfordern als bei gréBeren Zellen (vgl. 
auch RippeL-BaLpEs, 1952). 


2. Die Milchsauregirung mit Bacterium Delbriickii. 


Bact. Delbriickii schien als homofermentatives Milchsiurebakterium 
besonders geeignet. Da dieser Organismus ebenfalls ein starkes Wuchs- 
stoffbediirfnis zeigte, wurde wiederum ein komplexes Nihrsubstrat ge- 
wahlt, von dem selbstverstindlich auch Vergleichskulturen mit der Hefe 
Frohberg angesetzt wurden. 


Die verwendete Nahrlésung nach BLIcKFELD hatte folgende Zusammensetzung: 
0,5% Pepton (Merck), 20,0% Hefewasser und 2,0% Glucose. Das px der Lésung 
betrug 6,8. Zur Bindung der entstehenden Milchsiure wurde den Nahrlésungen 
frisch gefalltes CaCO, zugesetzt, dessen Uberschu8 vor der Aufarbeitung der 
Kulturen durch Zusatz von wenig H,PO, gelist wurde. Nach Abfiltration der 
Bakterien wurde das Kulturfiltrat mit NaOH schwach alkalisch gemacht, um das 
Calciumphosphat, das bei der Zuckerbestimmung gestért hatte, weitgehend aus- 
zufillen. Der Niederschlag wurde dann vor der Glucoserestbestimmung scharf 
abzentrifugiert und mit schwach alkalischem Aqua dest. 2mal ausgewaschen. So 
wurde vermieden, daB die in dem feuchten Niederschlag verbliebenen Glucose- 
spuren der quantitativen Bestimmung entzogen wurden. 


Die anfangs ungewohnlich hohen 0.K.-Werte in der Tab. 15 lassen 
darauf schlieBen, daB B. Delbr. in jungen Kulturstadien neben nur 
schwachem Abbau der Glucose verwertbare Eiweifstoffe des Hefe- 
wassers entweder zur Energiegewinnung abbaut oder assimiliert. Dem 
vom 2. Kulturtage an folgenden rapiden Abfall des 6. K. nach zu urteilen, 
laBt der eben beschriebene Effekt ziemlich schnell nach, so daB es er- 
forderlich war, den 6. K. auch aus den Differenzwerten des Glucose- 
verbrauchs und der Trockensubstanz von Zeitintervall zu Zeitintervall 
zu berechnen. Nur der so ermittelte Wert von 3,07 kann mit dem von 
3,33 bei Ps. Lindneri verglichen werden. Die Ubereinstimmung dieser 
beiden Werte ist bemerkenswert, da sich auch energetisch die Milchsiure- 
girung (—41H = 23 Keal.) kaum von der reinen Alkoholgirung unter- 
scheidet. An dem Vergleichswert des 0. K. von 7,33 bei der H. efe Frohberg 
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scheint sich wiederum zu bestiitigen, da® der Erhaltungsstoffwechsel bei 
_ Hefezellen geringer ist als bei Bakterien. 


Tabelle 15. Der O.K. von B. Delbriickii im Vergleich zu dem der Hefe Frohberg. 
24° C; Anf.-pa = 6,8; anaerob; Nahrlésung nach Buickre.p. 


Glu - - = ren- % 
Retehach mabe Gikvene ets 6. K. 6. K, pen toues 
mg Diff. mg mg Diff. mg Ditferenz Tage 

B. Delbriickii: 

ie 39 8,1 20,51 1 
2 105 12,8 12,18 2 
3. 250 22,1 8,84 3 
4, 341 91 24,9 2,8 7,3 3,07 4 
Hefe Frohberg: 

ile 175 15,4 8,79 2 
2. 960 785 73,0 57,6 7,6 | 7,33 3 


3. Die Buttersauregdrung mit Bacillus amylobacter. 


Bei dem zur Butterséiuregirung verwendeten Bac. amylobacter war es 
moglich, wie bei der Hefe Frohberg, mit sehr geringen Wuchsstoffmengen 
ein sehr gutes Wachstum zu erzielen. — 

Die etwas modifizierte Nahrl6sung nach WrinoGRrapsKy hatte folgende Zu- 
sammensetzung: 2,0% Glucose; 0,59 (NH,),SO,; 0,02% MgS0O,; 0,1% K,HPO,: 
0,1% Hefewasser und Spuren von NaCl, FeSO, und MnSQ,; px = 6,9. Zur Neu- 
tralisation der Butterséure wurde CaCO, im UberschuB zugesetzt. — Die Lésung des 
uberschiissigen Calciumcarbonats sowie die Entfernung des Calciumphosphats aus 
dem Kulturfiltrat geschah auf die gleiche Weise, wie sie fiir Kulturlésungen von 
Bact. Delbriickii bereits beschrieben wurde. 

Der O. K. von etwa 1,0 liegt unerwartet tief und lieBe sich eventuell 
mit dem geringen —AH von 15,9 bei der Buttersiuregarung C,H,,.0, — 
ES CH,CH,CH,COOH -+- 2 CO, + 2 H, — und einem sehr ausgepragten 
Erhaltungsstoffwechsel erkliren. Der Wert von —AF (gasformige 
Kohlensaure) betragt 65 Keal., liegt also hoher noch als bei der Alkohol- 
garung und lat sich nicht mit dem niedrigen O.K.-Wert von 0,98 
vereinbaren, es sei denn, man naihme einen ungewohnlich starken 


Tabelle 16. Der O.K. von Bac. amylobacter bei 25—35° und bei 24° C. 


100 cm? Nahrlosung in 200 cm?-Kolben; 2,0% Glucose; anaerob, 
ee ee 


Glucose- Trocken- . iealeurdauen 
Temperatur verbrauch substanz O.K. 4 
oc age 
mg mg 
25—35 1930 9,0 0,46 8 
24 1455 13,0 0,89 12 
24 1510 16,5 1,09 12 
24 1495 14,3 0,95 12 
24 1486 14,6 0,98 (= Mittelwerte) 
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Erhaltungsstoffwechsel an. Es mu8 hervorgehoben werden, dafi die Ver- 
gleichsméglichkeit des 0. K. von Bac. amylobacter mit den Werten der 
bisher besprochenen Organismen schon sehr begrenzt ist, denn auBer 
Buttersiure, CO, und H, wird noch eine ganze Anzahl von Nebenproduk- 
ten wie Essigsiure, Athylalkohol, Milchsiure, Ameisensaure und n-Butyl- 
alkohol gebildet. 


III. Die Okonomie der Atmung mit anorganisch gebundenem Sauerstoff. 


1. Die Denitrifikation. 


Weiterhin wurde der 0. K. bei Atmungsvorgingen mit gebundenem 
Sauerstoff (Denitrifikation und Desulfurikation) untersucht. Im Falle der 
Denitrifikation wurden nur Organismen beriicksichtigt, die das den Nahr- 
lésungen zugesetzte Nitrat iiber die Nitritstufe direkt zum elementaren 
Stickstoff reduzierten, wahrend auf die Nitrat-Ammonifikation als 
Nebenvorgang bei der Sulfatreduktion nur kurz eingegangen werden soll. 

Fiir die Untersuchung der Nitratreduktion wurde Pseudomonas pyo- 
cyanea und das Bacterium ,,D.‘‘, ein aus Gartenerde isolierter Vertreter 
der mesentericus-vulgatus-Gruppe verwendet. Da diese beiden Organismen 
in organischer Nahrlésung mit Glucose nur schlecht und langsam wuch- 
sen, wurde als gut verwertbare Energiequelle mit Na,CO, neutralisierte 
Citronensaure benutzt. 


Die Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung: 0,5% Citronensaiure (mit 
Na,CO, neutralisiert); 0,2% NaNO,; 0,2% MgSO,; 0,2%K, HPO,; 0,02% CaCl,; 
pa = 7,5. Die durch zunehmend alkalische Reaktion in der Kulturlésung ab- 
geschiedenen Kristalle von basischem Magnesiumphosphat wurden vor der Fil- 
tration der Kulturen mit einem geringen Zusatz von H,PO, gelést. Die Citronen- 
siurebestimmung nach Kogan bei den Versuchen der Tab. 39 stie8 auf erhebliche 
Schwierigkeiten, da wahrend der Erhitzung des noch Nitrat enthaltenden Kultur- 
filtrates in schwefelsaurer KMnO,-Lésung durch freigewordene Salpetersiure ein 
Teil des Acetons offenbar iiber Oxalsiure zu CO, und H,O oxydiert und damit der 
Bestimmung entzogen wurde. Jedenfalls lagen auch die Kontrollbestimmungswerte 
aus unbeimpften Nihrlésungen viel zu tief. Es wurde deshalb in anderen Versuchen 
mit reichlich angesetzten Parallelkulturen die maximale Trockensubstanz ermittelt 
und bei der entsprechenden Kulturdauer restloser Verbrauch der eingewogenen 
‘itronensiure angenommen. Auf diese Weise konnten die 0.K.-Werte der Tabellen 
17 und 18 berechnet werden. 


Die in der Tab. 17 eingetragenen O.K.-Werte der beiden nitrat- 
reduzierenden Organismen sind fiir aerobe Verhaltnisse nicht ohne 
weiteres mit den Daten von Torulopsis utilis vergleichbar, da der Energie- 
inhalt eines Grammes Glucose um 30%, hoher liegt als der der Citronen- 
sdure. In diesen Versuchen sollen jedoch lediglich die bei Luftsauerstoft- 
zutritt gewonnenen Daten mit denen unter anaeroben Bedingungen in 
Beziehung gesetzt werden, um auf die von RippeL-BaLpEs (1948) be- 
rechneten energetischen Verhiltnisse bei Atmung mit freiem O, und mit 
Nitratsauerstoff eingehen zu kénnen. So sollen bei der Denitrifikation 


ot onc ill 


Energiehaushalt der Hefezelle u. Okonomie einiger Energiestoffwechseltypen. 347 


zum elementaren N, und gleichzeitiger Veratmung eines Mols Glucose 
_ mit dem anorganisch gebundenen Sauerstoff 91% der nutzbaren Ver- 

brennungswarme freiwerden, die sich bei dem vetiven Atmungsvorgang 
mit Luftsauerstoff ohne Nitratreduktion ergeben wiirde. 9% der Atmungs- 
energie muBten also der Reduktion des 5wertigen Stickstoffs zum N, zur 
Verfiigung gestellt werden. — Die O.K.-Werte von Ps. pyocyanea wie 
auch von B. ,,D.“ (Tab. 17 und 18) liegen unter LuftsauerstoffabschluB 
um 40 bis 60% niedriger als die entsprechenden Werte unter aeroben 
Verhiltnissen. Die 6.K.-Werte bei Harnstoff als N- Quelle sind gegen- 
iiber den entsprechenden Daten fiir NaNO, bei Luftsauerstoffzutritt nur 
wenig erhoht. 


Wie laBt sich der scheinbare Mehraufwand an Reduktionsenergie unter 
den wirklichen biologischen Verhaltnissen erklaren? Ein Blick auf die in 
Tab. 17 eingetragenen End-py-Werte, die aerob mit py 9,7 weit iiber 
Tabelle 17. Der O. K. von Ps. pyocyanea und B.,,D.‘ unter anaeroben und aeroben 


Verhdltnissen. 
Je 50 cm’ Nahrlosung in 100 cm’-ERLENMEYER-Kolben; 3 Tage 24° C. 


Zitronen- | Trocken- ree 
Organismus Kulturbedingung | siurever- | substanz O. K. eo End-pyq 
brauch mg mg PH 
B.,,D.....| anaerob | 232 8,5 | 3,65 7,5 8,6 
Ps. pyocyanea . . anaerob 232 12,0 5,17 7,5 8,7 
Pipe DSS ee Lit yee, aerob 253 15,2 6,0 7,5 9,7 
Ps. pyocyanea. . aerob 244 20,0 | 8,19 eo 9,7 


Tabelle 18. Der O. K. unter anaeroben und aeroben Verhdlinissen nach vollkommenem 
Verbrauch der Citronensdure. 
Bei aeroben Kulturen je 50 cm? Nahrloésung in Fernpacu-Kolben; 24° C. 


Trocken- : Kultur- 
Organismus eee ela 6. K. | ae 
LBS 1D) a ee on pete iss anaerob 18,0 — 4 
Pape, Ses or, I-A anaerob 20,0 8,0 5 
TORT, Oe es elo Sea anaerob 18,5 — 6 
Wiss DYOCYONED, yo joi Me oes is + anaerob 14,0 _- 4 
Ps. pyocyanea ..- - + + +> anaerob 14,0 5,6 5 
Ps. pyocyanea ....+.' : anaerob 12,4 a 6 
Be SU se ie Niece G SA I Mera aerob 30,2 =e || 3 
BARI th. Peal, AURA Bok. IM aerob 35,7 = 4 
A Teas) he Fobtercsisel iad aerob 36,0 14,4 6 
eyes Farha een a ay 3 aerob 33,8 as 7 
Ps. pyocyanea .. +++ sss aerob 30,4 — 3 
Ps.pyocyanea ...-.-+-++:+-s aerob 30,8 2g 4 
Ps. pyocyanea aerob 24,9 6 
Mit Ri dahce als N- Oudtte eit sich ©. K. = 16,6 fiir Bact. ,,D.“ und 12,4 


fiir Ps. pyocyanea. 
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den anaerob gemessenen Werten liegen, lassen darauf schlieBen, daB der 
umgesetzte Nitratsauerstoff nicht ausreichend ist, um eine restlose Oxy- 
dation der Citronensiure zu CO, und Wasser zu gewihrleisten. Niedrig- 
molekulare organische Siauren als unvollstindige Oxydationsprodukte 
der Citronensiure werden der zunehmend alkalischen Reaktion der Nahr- 
losungen entgegengestanden haben. Nur selten wurde in den streng an- 
aeroben Kulturen das Auftreten sehr geringer Mengen charakteristischer 
Kristalle basischen Magnesiumphosphates beobachtet, wahrend bei nur 
geringem Zutritt von freiem O, in 10 cm hochgeschichteten Reagenzglas- 
kulturen recht schnell die typischen dicken Kristallbiischel in Erschei- 
nung traten. f 


2. Die Desulfurikation. 


Die Okonomie der Desulfurikation wurde bei Vibrio desulfuricans unter- 
sucht, welches aus schwarzem, nach H,S riechendem Teichschlamm 
isoliert werden konnte. 

Zur Rohkultur wurde eine reichliche Menge dieses Schlammes in die Nahr- 
lésung nach vAN DELDEN mit 8% Na,SO, eingebracht: 0,59 K,HPO,, 1,0% MgSO,, 
1,0% Pepton, 5,0% Natr. lactat, 5,0% CaSQ,, Spuren von FeSOQ,. Zur Reinkultur 
verwendete ich das nachstehende Substrat: 2,0% Agar, 0,5% Natr.lactat, 0,05% 
K,HPO,, 0,1% NH,Cl, 0,001% Moursches Salz. Dem abgekiihlten Agar (50° C) 
wurde direkt vor der Verwendung 0,5% einer steril filtrierten, 6 w6chigen Rohkultur 
zugesetzt. Plattenkulturen, die nach dem Kocuschen Verdiinnungsverfahren an- 
gelegt wurden, zeigten von der 5. Verdiinnung ab gut isolierte Einzelkolonien. 

Die eigentliche Versuchsnahrlésung fiir die O.K.-Bestimmungen setzte sich 
folgendermaBen zusammen: 0,5% Milchsaure (mit Na,CO, neutralisiert) ; 0,29 Harn- 
stoff bzw. 0,1% KNO,; 0,2% Na,SO,; 0,25% MgSO,; 0,05% K,HPO,; pu 7,4. 

Wahrend energetisch die Denitrifikation zum N, zu dem reinen Atmungsvorgang 
recht giinstig stand, sind nach Rrepry-BatpEs (1948) bei der Sulfatreduktion nur 
10% der bei Veratmung der Energiequelle freitwerdenden nutzbaren Verbrennungs- 
wiarme verfiigbar. AuBerdem ist V. desulfuricans nicht mehr in der Lage, auBer der 
Sulfatreduktion bei anaeroben Verhaltnissen, unter Luftsauerstoftzutritt eine reine 
Atmung durchzufiihren, obwohl der Organismus nach BAUMANN und DENK eine 
bemerkenswerte O,-Toleranz besitzt. 


Der in Tab. 19A enthaltene mittlere O.K.-Wert von 2,32 bestiitigt 
qualitativ die energetischen Berechnungen, indem dieser Wert weit unter 
denen der Denitrifikation liegt, und steht auch ékonomisch zu den 
Werten von Ps. pyocyanea und Bact. ,,D.“*, die unter Atmung mit Luft- 
sauerstoff gewonnen wurden (Tab. 18), etwa so, wie energetisch die 
Sulfatreduktion zum reinen Atmungsvorgang. Es muf noch erwahnt 
werden, da® die als Energiequelle benutzte Milchsiure je Gramm prak- 
tisch den gleichen Energiegehalt hat, wie die Glucose. Deshalb wiirde der 
©. K. von. 2,32 bei der energiedirmeren Citronensiure als Energiequelle 
wahrscheinlich um etwa 30% tiefer liegen. 

Denk konnte nachweisen, daf V.desulfuricans neben der Sulfat- 
reduktion eine Nitrat-Ammonifikation durchfiihren kann. Dieser Weg ist 
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Tabelle 19. Der O. K. von Vibrio desulfuricans bei 24° C 


Je 


Je 50 cm’ Nahrlésung in 100 cem’-HRLENMEYER-Kolben; anaerob. 


Milchsiure-|} Trocken- 
N- Quelle verbrauch substanz O. KB. Bemerkungen 
mg mg 
| Le aay [Peau uey ann ceeeneemeer eames ee eee 
A. Farnstoft 207 4,8 DAS} 
Harnstoft 198 4,1 2,07 
Harnstoft 181 4,7 2,59 
195 4,5 2,32 = Mittelwerte 
B. KNO, 205 6,6 Biel In diesen Kulturen wurde NH, 
KNO, 187 5,8 3,10 nachgewiesen. — Okonomisch 
KNO, 212 7,5 3,53 durch partielle Nitratreduk- 
201 6,6 3,28 tion neben der Sulfatreduk- 
(Mittelwerte) bite Sees 


nach RIppEL-BaLpEs (1948) mit 59% der im Falle der Veratmung von 
Glucose frei werdenden Verbrennungswirme gegen, wie bereits erwaihnt, 
10% bei der Sulfatreduktion energetisch weit giinstiger. Die Berechnun- 
gen stimmen tatsachlich qualitativ mit dem 0. K. von 3,28 aus Tab. 19B, 
der bei Verwendung von KNO, als N- Quelle gefunden wurde, iiberein, 
wenn man diesen Wert mit dem von 2,32 bei entsprechender Benutzung 
von Harnstoff vergleicht. 

In Ubereinstimmung mit Becbachtungen an friiheren Versuchen 
konnte wiederum festgestellt werden, da8 auch bei reiner Atmung von 
Bakterien der O. K. niedriger ist als der bei den viel gréReren Hefen. 


Die Verwendung der Oxydationsenergie im Stoffwechsel 
der Mikroorganismen. 

Auf Grund der gesammelten theoretischen Erkenntnisse und experi- 
menteller Ergebnisse laBt sich die Verwendung der aus dem Oxydations- 
prozeB frei gewordenen Energie schematisch folgendermafen darstellen: 

Nachdem ein grofer Teil der Oxydationsenergie fiir die Reduktion zur 
Verfiigung gestellt worden ist, diirfte ein weiterer Betrag zunachst der 
strukturellen und gewichtsmafigen Erhaltung der Zelle zugefiihrt wer- 
den. Bewegliche Organismen benétigen auBerdem einen geringen Energie- 
anteil, der in kinetische Energie der GeiBelbewegung unigesetzt wird und 
ebenfalls der Erhaltungsarbeit zugeordnet werden kann. Ferner wiirden 
im Erhaltungsstoffwechsel bestimmte Energiemengen fiir die Plasma- 
bewegung, fiir osmotische Leistungen, Oberflachen- und Grenzflichen- 
arbeiten aufzuwenden sein. Je nach der GréBe des Erhaltungsstoffwech- 
sels ist nun mehr oder weniger Energie zur Erhaltung des dynamischen 
Gleichgewichtes verbraucht worden, und die restliche Energie kann tiber 
den von Scuuuz definierten Basisstoffwechsel, der die Synthese von 
Aminosiuren, Kohlenhydraten, Purinderivaten usw. bewirkt, fiir den 
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Oxydation. BETRIEBS- | 
| STOFFWECHSEL. 


| 
— AF bzw. — AH der | 
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Lad te : —~ Reduktion 


— AF bzw. — AH der aa 
Oxydoreduktion 


OE! 
Erhaltungsstoffwechsel 


w 47 2K 
Wav: SOS! 
Ses . 

Vek ie 
e . 

Erhaltungsarbeiten: Dynamisches Gleichgewicht der 
Oberflachen- u. Grenzflichen- makromolekularen Stoffe : 
arbeit; Strukturarbeit ; Osmo- (Elementarzyklen) 


tische Arbeit; Plasmabewegung; _ Synthese = Abbau der makro- 
GeiBelbewegung. molekularen Substanz. 


¥ 


Basisstoffwechsel 


Synthese von Aminosiuren, 
Kohlenhydraten, 
Purinderivaten usw. 


1 
Aufbaustoffwechsel 


Zusitzliche Synthese makromolekularer 
; Substanzen. — Zellteilung. 


| BAUSTOFFWECHSEL. 
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zusatzlichen Aufbau makromolekularer Stoffe und damit fiir das Wachs- 
tum mit der dann folgenden Zellteilung verwendet werden. Die zusatzlich 
aufgebaute Zellsubstanz ist natiirlich wiederum im dynamischen Gleich- 
gewicht einem stindigen Auf- und Abbau und dem damit verbundenen 
Verlust des irreversiblen Energieanteiles unterworfen. Das vorstehende 
Schema zeigt eine Ubersicht dieser Verhiltnisse. 


Zusammenfassung. 


Der 6konomische Koeffizient (O. K.) der Hefe Frohberg und von Toru- 
lopsis utils liegt in der Lag-Phase um mehr als 50% tiefer als in der 
logarithmischen; er steigt mit zanehmendem Alter und bleibt dann auf 
konstanter Hohe. 

Wuchsstoffkonzentration, Einsaatmengen, CO, und Druck beeinflussen 
bei Hefe Frohberg unter anaeroben Verhaltnissen den O. K. nicht, nur 
die Geschwindigkeit des Wachstums. 

Die Abhingigkeit des O. K. von Hefe Frohberg, von der Glucose- 
konzentration wie auch von der Temperatur stellt eine Optimumkurve 
dar, die aus dem jeweils verschiedenen Verhaltnis der Intensitaten 
des Energiestoffwechsels und des Erhaltungsstoffwechsels je Zeiteinheit 
resultiert. Jenseits des Temperaturmaximums und -minimums ist aus 
ékonomischen Griinden kein Wachstum méglich. 

Durch Zusatz der Fermenthemmstoffe NaF und Monochloressigsaure 
erfolgt eine Erhéhung des 6konomischen Koeffizienten, was auf die Ver- 
langsamung der Gargeschwindigkeit zurtickgefiihrt wird. 

Die auBerordentlich variable Gro8e des Erhaltungsstoffwechsels li8t 
geringe chemisch-physikalische Hinfliisse auf die fiir die Hefe verfiigbare 
Energiemenge nicht hervortreten. 

Bei geringer oder fehlender Glykogenbildung zeigt sich bei Hefe Froh- 
berg eine ungiinstige Okonomie des Stoffwechsels. 

Unter aeroben Verhaltnissen steigt in jungen Kulturen der Hefe Froh- 
berg der O. K. zunichst steil an und fallt dann wieder schnell ab; dieser 
Anstieg ist auf den, neben der Garung, geringen Anteil der Sauerstoff- 
- atmung zuriickzufihren. 

Bei der Glyceringarung durch Abfangen von Acetaldehyd verhalt sich 
der ©. K. zu dem der normalen Kultur wie die jeweiligen —A H-Werte. 

Der zu 5,0 bis 5,5 gemessene Quotient des 0. K. Atmung/Alkohol- 
garung kommt dem entsprechenden nach AF berechneten (12,2) bedeu- 
tend niher als dem nach AH berechneten (28,0). 

Die Alkoholgarung durch Pseudomonas Lindneri verlauft bei geringe- 
rem 0). K. im Vergleich zu Hefe, ebenso die Milchsiuregarung durch 
Bacterium Delbriickit und die Butterséuregirung durch Bacillus amylo- 
bacter. Es ist wahrscheinlich, da8 Bakterien mehr Erhaltungsenergie er- 
fordern als Hefe. 
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Die nach —AH theoretisch zu erwartende Abstufung der Okonomie 
der Atmung bei Denitrifikation, Nitrat-Ammonifikation und Desulfuri- 
kation gegeniiber der Atmung mit freiem Sauerstoff lieB sich durch Be- 
stimmung des 0. K. wenigstens qualitativ erweisen. 


Herrn Prof. Ripret danke ich fiir die wertvollen Ratschlage und das rege In- 
teresse, das er der Entwicklung dieser Arbeit entgegenbrachte. 
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Beitrage zur Kenntnis der Biologie der Aktinomyceten. 


Von 
INGRID STRUTZ. 


(Hingegangen am 20. Mai 1952.) 


Die Aktinomyceten gehéren zu den verbreitetsten pflanzlichen Mikroorganismen 
(Boden, Wasser, Luft). Sie veranlassen die verschiedensten biologischen Vorginge: 
Zersetzung pflanzlicher und tierischer Stoffe im Boden, Bildung von Symbiosen 
mit Pflanzen (Wurzelsymbiose), Bildung von Hemmungsstoffen (Antibiose), Er- 
regung von Krankheiten. Kennzeichnend soll besonders ihre groBe Variabilitat 
sein, wodurch eine Kinteilung sehr erschwert wird, so daB LresKe eine Systematik 
fiir nicht méglich gehalten hat. Andererseits finden sich Angaben, da bei kon- 
stanten 4uBeren Verhaltnissen Variationen nicht zu beobachten seien (TEMPEL, 
RIpPeL u. WITTER). Kine Hinteilung nach biologischen Gesichtspunkten hat WoLLEN- 
WEBER vorgeschlagen; OrsKov hat hingegen nach morphologischen Untersuchungen 
ein System aufgestellt; von Krarnsky, WAksMAN und Bereey sind u.a. die 
physiologischen Higenschaften herangezogen worden. 

Uber das biologische Verhalten der Aktinomyceten finden sich in der 
Literatur manche widersprechenden Angaben. Deshalb wurden biologi- 
sche Untersuchungen mit verschiedenen Methoden an 51 Aktinomyceten 
verschiedener Herkunft durchgefiihrt: 40 Stémme aus Boden (Wald- 
boden 20, StraBenstaub 8, Kompost 5, Ackerboden7), 8 Sekundarkeime 
und 3 Stémme aus Sammlungskulturen. 

Zur Isolierung wurden die Erdproben in physiologischer Kochsalzlosung oder 
in Bouillon aufgeschwemmt und dann durch das Plattenverdiinnungsverfahren 
Reinkulturen gewonnen. Die mikroskopisch und in der Kultur als Aktinomyceten 
erkannten Stéamme wurden auf Schragagar, in hoher Schicht oder in Bouillon 
fortgeziichtet. Die Sekundirkeime stammten von Blutplatten. Jede Unter- 
suchungsreihe wurde stets mit samtlichen Staémmen unter Verwendung der gleichen 
Ziichtungsbedingungen an einem Tage angesetzt, um vergleichbare Ergebnisse 
zu erhalten (in der Regel bei 37°, nur in Ausnahmefiallen bei 25°). Folgende Nahr- 
béden wurden benutzt: Bouillon (px 7,6), Bouillon mit Zusatz von 0,5% Kalium- 
nitrat, Peptonwasser, 5°%iger Glycerinagar, Fuchsin- und Malachitgriinagar, 
Czapekagar (JANKE), Tyrosinplatten (WaKsMAN), Starkeplatten (60 g Starke nach 
ZULKOWSKEY in 300cm? Leitungswasser), Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung (v.PLoTHO), 
Trauben-, Milch- und Rohrzucker, 10%ige Gelatine, Magermilch, Blut- (3%ig), 
Blutserum- und Rindertalgplatten (HIJKMANN). 


Morphologie. 
Zur Feststellung von GréBe und Form wurde die Plattchenmethode 
benutzt: sterile Glasplattchen in GréBe von 2,5 x 4 cm wurden mit einer 
diinnen Agarschicht iiberzogen, beimpft und in eine feuchte Kammer 


gelegt; nach 24 Std wurde Fadenbildung beobachtet, die im hingenden 
24* 
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Tropfen ebenfalls nachgewiesen werden konnte. Die Stémme waren gram- 
positiv, mit Ausnahme von alteren Stammen, die sich unregelmaBig farb- 
ten, so daB die anscheinend abgestorbenen Stellen gramnegativ er- 
schienen (auch von anderer Seite festgestellt). Anilinfarbstoffe (Fuchsin, 
Methylenblau, Carbolfuchsin u. a.) eigneten sich gut fiir die Farbung; 
als siurefest erwies sich kein Stamm (auch nicht bei langerer Ziichtung 
auf Fettplatten). Die Stimme gehdrten zum langfadigen aerob wachsen- 
den Typ, Durchmesser der Faden zwischen 0,4 und 1,0 w. Die meisten 
Kulturen zeichneten sich durch Bildung von Luftsporen aus. Form und 
GréBe der Sporen wurden im Abdruckverfahren festgestellt: Objekt- 
triger mit EiweiBglycerin bestrichen, Abdruck von der Sporenschicht, 
Farbung des fixierten Priparats mit Methylenblau. Die Sporen waren 
rund bis oval oder cylindrisch, GréBe zwischen 0,4 und 1,2 4, Farbe meist 
weiB, auf Czapekagar oder auf Starkeplatten grau, gelb sowie griinlich. 
Die Sporen bildeten sich innerhalb der Faden, die spater zerfielen, so daB 
Sporenketten entstanden (Fragmentationssporen). Auf Plattenkulturen 
erfolgte die Bildung der Sporen teilweise in Ringform, in der Art, daB 
auf eine sporenreiche Zone eine sporenfreie folgte, im besonderen 
dann, wenn der Nahrboden arm an Nahrstoffen war. Ahnliche Verhilt- 
nisse hat Kratnsky beschrieben. Verschiedene Stémme zeigten an den 
Sporen Tropfenbildung von alkalischer Reaktion (pq 8). LimskeE ist der 
Ansicht, daB es sich hierbei um Stoffwechselprodukte handelt; Ammo- 
niumoxalat hat v. PLoTHo in den Tropfen nachgewiesen. Bekanntlich ist 
ein besonderer Geruch fiir Aktinomyceten kennzeichnend, nach frischer 
oder modriger Erde, bei einigen thermophilen Fruchtestergeruch. Bei den 
Stémmen mit Bildung von Luftsporen war der erdige Geruch auffillig, 
eine Beobachtung, die auch von WaksMAN und TEMPEL gemacht 
worden ist, wobei sie die Bildung von Geruchsstoffen mit der Luftsporen- 
bildung in Zusammenhang brachten. 


Biologische Eigenschaften. 

Die Farbstoffbildung ist ein charakteristisches Merkmal der Aktino- 
myceten: rote, blaue, gelbe, rosa, braune u. a. Farbstoffe. Lrzskn hat 
chromogene Staémme unterschieden (Farbstoff ausscheidend, der die Um- 
gebung firbt) und chromopare, bei denen nur die Kolonien eine Eigen- 
farbe haben. Farbstoffbildung wie der Geruch sind abhingig von Nihr- 
l6sung und Temperatur. Die untersuchten Stiimme bildeten hauptsiich- 
lich braune und gelbe Farbstoffe, die in die Umgebung diffundierten. 

Die aeroben Aktinomyceten bildeten auf Agar fest anhaftende Kolo- 
nien von verschiedener Form. KRatnsky unterscheidet nach der Form 
als Haupttypen Mikro- und Makrokolonien mit Ubergangsformen. Die 
gepriiften Stéimme ergaben auf Agarplatten drei verschiedene Kolonie- 
typen: vereinzelte grof&e Kolonien oder viele kleine Kolonien oder 
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zusammenhangende Oberflaichenkulturen. Die beiden ersten Typen ent- 
_ sprechen den Mikro- und Makrokolonien Kratnsxkys. Auf Fettplatten 
wurden nur Mikrokolonien gebildet; bei mikroskopischer Untersuchung 
ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Stammen. 

In Bouillon zeigten die Stimme das fiir Aktinomyceten charakteristi- 
sche Wachstum ohne Triibung der Nahrlosung (Triibung ist stets ein 
Zeichen der Verunreinigung). Das Wachstum in Bouillon war bei den 
einzelnen Stémmen verschieden. Im Schrifttum werden kugelige, flockige 
und formlos zusammengeballte Kolonien unterschieden. Die gepriiften 
Stémme zeigten folgende Wachstumsmerkmale in Bouillon: a) Boden- 
satz locker und wattig, b) Bodensatz wattig, oben mit zusammenhiangen- 
der Schicht, c) zuasammenhangende Oberflachenschicht, d) Bodensatz in 
Form einzelner kugeliger Kolonien. 

Zur weiteren Unterscheidung wurden besondere Nahrbéden ver- 
wendet (Glycerin-, Czapek-, Malachitgriin- und Fuchsinagar). Glycerin 
ist eine gute Kohlenstoffquelle, auf der sich der braune Farbstoff be- 
sonders gut bilden soll. Die Stémme zeigten auf ihm gutes Wachstum, 
die Kolonien waren nicht so fest mit dem Naihrboden verbunden wie auf 
den gewohnlichen Agarplatten; Bildung von. braunem Farbstoff. Auf 
Czapekagar war das Wachstum nicht so kraftig wie auf Glycerinagar, 
jedoch mit guter Sporenbildung; einige Stiimme zeigten die beschriebene 
Ringbildung. Die Malachitgriinplatte ist nach Linskz und ScHtURMANN 
fiir Aktinomyceten nicht besonders geeignet ; von den 51 Stéimmen kamen 
18 darauf nicht zur Entwicklung, 27 zeigten schwaches, 6 gutes Wachs- 
tum. Auf der Fuchsinplatte war die Entwicklung bei 48 Stammen gut, 
mit Rosa- bzw. Rotfarbung bei verschiedenen Stémmen. 


Biochemische Higenschaften. 


Zunachst wurden das Vergéirungsvermogen, die Indolbildung und die 
Nitratreduktion gepriift. Zum Nachweis der Indolbildung wurden die 
Stémme in Peptonwasser geimpft und nach 8 Tagen mit 1 cm® Indol- 
reagens nach Kovacs versetzt; Rotfirbung (positive Reaktion) trat bei 
keinem Stamm auf. Negative Indolreaktion wird auch von anderer Seite 
als Gattungsmerkmal angesehen. Eine Vergiirung von Rohr-, Milch- und 
Traubenzucker konnte bei keinem Stamm beobachtet werden; Saure- 
bildung trat weder in Rohr- noch in Milchzucker auf, in Traubenzucker 
jedoch bei 12 Stémmen. Ahnliche Befunde hat OrsKkov mitgeteilt. 

Die Fahigkeit zur Nitratreduktion (Denitrifikation) ist eine Kigenschaft vieler im 
Boden vorkommender Mikroorganismen, u.a. von Pseudomonas fluorescens, Pseudo- 
monas pyocyanea, Bac. nitroxus und Bact. coli. Die Mehrzahl dieser Organismen redu- 
ziert Nitratverbindungen bis zum Ammoniak, die Aktinomyceten nur bis zum Nitrit. 
Auf Grund der Nitratreduktion wurden 3 Gruppen aufgestellt, eine ohne Reduktion, 
eine mit schwacher Reduktion und eine mit starker Reduktion (Gos und SHos#). 
Von BzurcEy ist die Nitratreduktion ebenfalls zur Klassifizierung der Aktino- 
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myceten herangezogen worden; von 70 saprophytischen und pathogenen Stammen 
ergaben 40 Nitratreduktion, 9 schwache und 21 keine Reduktion. Die Priifung 
wurde in Bouillon (mit 0,5% KNO,) vorgenommen. Nach Bebriitung bei 37° 
wurde die Reaktion mit dem Griessschen Reagenz, das Nitrit noch in einer Ver- 
diinnung 1: 50000000 nachweist (HaALLMANN), in der Weise ausgefiihrt, daB zu 
2 cm® Bouillonkultur 1 cm? des Grrmessschen Reagenz zugesetzt wurde; positive 
Reaktion war durch Bildung eines kirschroten Azofarbstoffes gekennzeichnet. 

Von den 51 Stammen waren 14 stark nitritpositiv, 15 schwach positiv, 
22 negativ. 

Bei der Zersetzung organischer Substanzen spielen die Enzyme der 
Aktinomyceten eine wichtige Rolle. Der Enzymnachweis ist auch fiir die 
Klassifizierung der Aktinomyceten benutzt worden. Die proteolytischen, 
lipolytischen und amylolytischen Enzyme sind die wichtigsten. 

Der Nachweis der proteolytischen Enzyme erfolgt durch Verfliissigung 
von Gelatine oder Blutserum, durch Koagulation von Milch, Eialbumin 
usw. Die Streptomycetaceae stehen nach WAKSMAN an erster Stelle; diese 
Enzyme widerstehen einer Erhitzung auf 70° 30 min, bei 80° werden sie 
jedoch zerstért (LimsKE). Keine Verfliissigung der Gelatine zeigten von 
den 51 Staémmen 24, eine geringgradige Verfliissigung 7, gute proteo- 
lytische Eigenschaften 20. Das Vermégen Blutserum zu lésen wurde auf 
Blutserumplatten untersucht: 33 Stimme gute, 10 schwache und 8 keine 
Serumproteolyse. Die Milch wurde von den meisten Stiéimmen (39) pep- 
tonisiert, 1 Stamm peptonisierte die Milch schwach und 8 Staéamme iiber- 
haupt nicht; 3 Staémme koagulierten die Milch ohne Siurebildung. Die 
Priifung, ob Ekto- oder Endoenzyme bei der Milchverainderung eine Rolle 
. spielen, wurde mit Kulturen verschiedener Stamme, die Milch peptoni- 
sierten, ausgefiihrt. Die zentrifugierten Milchkulturen wurden durch Ton- 
kerzen filtriert und vom Filtrat 2 Tropfen in sterile Milch geimpft 
mit dem Ergebnis, daf diese nach 40 Std peptonisiert war. Zur Resi- 
stenzpriifung wurde Milch mit dem erhitzten Milchfiltrat (40—100°) 
beimpft: bis 70° keine Schiidigung des Enzyms, bei 80° und héher Zer- 
storung. 

Lipolytische Enzyme der Aktinomyceten sind nachgewiesen worden bei 
der Zersetzung von Milch und Butter (HENNEBERG, LiEsKE, Vv. PLOTHO). 
Die 51 Aktinomyceten wurden auf Rindertalgplatten geimpft (Petri- 
schale mit Rindertalg ausgegossen, dariiber diinne Schicht von Agar). 
Nach 10tagigem Wachstum war bei verschiedenen Stiimmen eine Lipo- 
lyse in Form einer milchigweiBen Zone sichtbar. AuBerdem wurde zum 
Nachweis noch das Verfahren von BERRY angewandt; die Agarschicht 
wurde abgehoben und die Talgschicht mit einer gesittigten waBrigen 
CuSO,-Lésung tibergossen und nach 10 min abgespiilt (die Lipolyse 
durch blaugriine Verfirbung sichtbar). Lipolyse zeigten 20 Stimme, 
19 schwache und 12 keine Lipolyse. Auf Rindertalgplatten bildeten die 
Aktinomyceten kleine Kolonien, die in einander iibergingen. 
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Die Bildung amylolytischer Enzyme ist eine Kigenschaft der meisten 
Aktinomyceten (Fermi, Lizskr). Zum Nachweis wurden feste Nihr- 
béden verwendet (aus Leitungswasser und 20% Starke nach ZuLKow- 
sky). Die beimpften Platten wurden nach eingetretenem Wachstum mit 
Lucotscher Lésung iibergossen, die nicht gefiirbte Zone um die Kolonien 
zeigte die amylolytische Wirkung an; 40 Stiimme gaben eine starke, 6 eine 
schwache und 5 Stimme keine Reaktion. 

Die Untersuchung auf T'yrosinase hatte den Zweck, die oxydierenden 
Kigenschaften (Bildung eines braunen bis schwarzen Farbstoffes) fest- 
zustellen. Die auf Tyrosinplatten geimpften Stimme ergaben gutes 
Wachstum und verschieden starke Tyrosinasereaktion (Braunfarbung): 
5 Stamme gut, 30 schwach, 16 negativ. 

Das himolytische Enzym gibt den Aktinomyceten die Fahigkeit, rote 
Blutk6rperchen verschieden stark zu lésen, die saprophytischen Stimme 
sollen dazu besonders in der Lage sein. Die Aktinomyceten wurden auf 
Platten mit 3% Schafblut geimpft, das Ergebnis (aufgehellte Zone um 
die Kolonien) wurde nach verschiedenen Tagen abgelesen: 47 Stimme 
Hamolyse, | Stamm schwache, 3 Stémme keine Hamolyse. 


Antibiotische Higenschaften. 


Die Priifung der Stéimme wurde vorgenommen mit Staphylococcus 
aureus, Bacterium coli und Bacillus subtilis unter Anwendung des Cy- 
linder- (Bléckchen-), Plattenstrich- und Lochtestes, bei 2 Stammen 
auBerdem mit dem Réhrchentest. Cylindertest: Agarcylinder von 5 mm 
Hoéhe wurden mit den Aktinomyceten beimpft und 8 Tage in einer 
feuchten Kammer bei Zimmertemperatur belassen. Auf die mit den 
Testkeimen beimpften Diffusionsplatten wurden die Cylinder aufgesetzt, 
die Platten 18—20 Std im Brutschrank aufbewahrt und anschlieBend 
die gebildeten Hemmungszonen mit einem durchsichtigen Lineal ge- 
messen; Ergebnis: 14 Stimme hatten gute antibiotische Higenschaften 
(nur Werte iiber 6 mm wurden beriicksichtigt). 3 Stémme wirkten nur 
gegen Coli, 6 Stamme gegen Staphylokokken und Subtilis, 3 Stimme 
gegen die 3 Testkeime, 2 Stéimme gegen Coli und Subiilis. 

Im Plattenstrichtest wurde ein Drittel einer Agarplatte mit Aktinomyceten 
beimpft und nach 8 Tagen Aufbewahrung bei Zimmertemperatur auf dem nicht 
bewachsenen Plattenteil die Testkeime (Bouillonkultur) in Strichen aufgetragen. 
Nach 20stiindigem Aufenthalt bei 37° erfolgte die Ablesung durch Feststellung 
der nicht bewachsenen Zone zwischen Strichkultur und Aktinomycetenrasen. Die 
Ergebnisse waren etwa die gleichen wie beim Cylindertest. 

Der Lochtest bietet die Méglichkeit, fliissige Aktinomycetenkulturen 
zu verwenden. Als Nahrlésung wurden Bouillon und Glycerin-Glykokoll- 
Nahrlésung, die nach Angaben von v. PLotHo eine besondere Steigerung 
der Antibiose bewirken sollen, benutzt. Das Ergebnis war, da Glycerin- 
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Glykokoll die Hemmung stark férdert; beispielsweise das Ergebnis des 
Lochtestes an 2 Stammen: 


Hemmungszonen in Millimetern. 


: | ‘ ill | Glycerin — 
Stamm Testkeime | Bouillon Glykokoll 


| 
Akt. 3 Staphylokokken . . 1. 1 ee ee | 10 15 
SUDULES sa ies i ua Se Lee pe ie ae aie ) 10 22 
Colt ge arcs Poe arn ie Se a ae a oa ) 0 0 
Akt. 49. Sia Dh YlORORK Ch aac ag cele he err: 15 24 
SUOtLIs en cea Sete, Se ae ee 25 / 37 
Colt: LBA Re, es & | 7 9 


Fiir den Rohrchentest wurden besonders ausgewahlte Staémme heran- 
gezogen und Filtrate von 8 Tage alten Bouillonkulturen in den Verdiin- 
nungen 1:10, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000 gepriift. In 3 em* 
Verdiinnung wurden 2 Osen Bouillonkultur des Priifungsstammes ge- 
impft und das Ergebnis nach 18—30stiindigem Aufenthalt im Brut- 
schrank abgelesen; z. B. wurden durch Stamm 49 Staphylokokken bis zur 
Verdiinnung 1: 250 gehemmt, Subtilis noch in der Verdiinnung 1:500 und 
Coli nur bis zur Verdiinnung 1:50. 

Die antibiotischen Eigenschaften waren bei den vier zur Anwendung 
gekommenen Testmethoden etwa in gleicher Weise festzustellen. An 
erster Stelle stand Stamm 49; es wurde deshalb noch gepriift, in welcher 
Zeit die Hemmung eintrat: in Bouillon etwa zwischen dem 5. und 8. Tag; 
in Glycerin-Glykokoll-Lésung ergaben sich folgende Zeiten im Lochtest : 


Hemmungszonen inMillimetern. Stamm 49. 


——$—$—$—$—$— —$— $$ — 
vats 
Hemmung nach |} 5 8 laeute Le oe | 25 


| 30 Tagen 
Staphylokokken. ...... Y 8 |24 [261.44 | 10 | 10 
SEER 14 she aA Med eel ths | (1 i ie li Pk Ls leneecal 20 
ORE ee ae ee eee | 0 gery ieee arnt eee | 0 


Die beste Wirkung lag zwischen dem 8. und 15. Tag. AbschlieBend 
wurde noch gepriift, bei welcher Temperatur die hemmende Wirkung 


von Stamm 49 aufgehoben wurde: bei 50° Hemmung abgeschwacht, bei 
60° zerstort. 


Systematik. 

In Ubereinstimmung mit den Angaben von TempeEt und Wrrrer haben 
die vorstehenden Untersuchungen gezeigt, da bei gleichbleibenden Ziich- 
tungsbedingungen die morphologischen und physiologischen Eigenschaf- 
ten sich ziemlich konstant verhielten. Auf Grund dieser Feststellung 
wurde eine systematische Einordnung der gepriiften Aktinomyceten ver- 
sucht. Dazu wurde nicht das auf morphologischen Eigenschaften fuBende 
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System von Orskov und auch nicht das von den Farbstoffen ausgehende 
von. SANFELICE benutzt, sondern das von WaxKsMAN, das die physiologi- 
schen Higenschaften beriicksichtigt und das Vorkommen in der AuBen- 
welt, die Morphologie sowie das biochemische Verhalten mit heranzieht. 
Auf diese Weise hat Waxsman 1919 ein System iiber die aus Boden ge- 
zichteten Aktinomyceten aufgestellt; spater (1943) hat er mit HenrRIcr 
ein erweitertes System bekannt gegeben, das in Brerarys Manual of 
Determinative Bacteriology iibernommen wurde. 

Unsere Stémme sind aerob, bilden ein zusammenhingendes Mycel und 
gehoren somit zu den Streptomycetaceae ; sie vermehren sich durch ketten- 
formige Sporen aus Lufthyphen (Streptomyces). Die weitere Eingrup- 
pierung der 51 Stiimme hatte das in nachstehender Tabelle aufgefiihrte 
Ergebnis (10 Staémme lieBen sich nicht einordnen). 


Ubersicht der biochemischen Eigenschaften. 


i | 
| 
| 


Nitrat- Proteolyse : Sa 5 
Streptomyces reduk- Gelne Bini ea we ne a Auzeel: 
tion | Milch dine Rect yse | lyse | yse nase 
griseus 
14Stémme. ... + + =e ae af l 
erythrochromogenes 
Sistamme ss). 2°) 18 (1) (+) | + efi ars (+) 
diastatochromogenes 
Ur ieitcheshanyeee eerie a es me) aie ae 
fradit | 
6Stamme .... _— doe ip Se 53 ae (2) =f (+) 
griseolus 
Opotamimresas 4). + + ae (+) =f (+) Le xbal 
roseus | 
1Stamm..... (Gi) 3 ae a a ia, pleas (Go) 


Zusammenfassung. 

Gepriift wurden die biologischen, biochemischen und antibiotischen 
Eigenschaften von 51 aeroben Aktinomyceten (40 aus Erde, 8 Sekun- 
dirkeime sonstiger Herkunft, 3 Sammlungskulturen). Die Untersuchun- 
gen hatten folgendes Ergebnis: 

1. Die gepriiften Stimme gehérten zum langfidigen aeroben Typ und 
waren ausnahmslos grampositiv. Die Sporenbildung erfolgte durch Frag- 
mentation, einige Stiimme zeichneten sich aus durch Anordnung der 
Sporen in Ringform (sporenhaltige und sporenfreie Zonen). 

2. Das Wachstum auf Glycerin- und Czapek-Agar war mit wegen 
Ausnahmen gut (mit oder ohne Bildung von Farbstoffen). Das Wachs- 
tum auf Fuchsinagar war ebenfalls gut, auf Malachitgriinagar dagegen 


nur schwach. 
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3. Indolbildung zeigte kein Stamm. Rohr-, Trauben- und Milchzucker 
wurden nicht vergoren; einige Stamme zeigten Saéurebildung in Trauben- 


zucker. 

4. Proteolytische, lipolytische, amylolytische und hamolytische En- 
zyme sowie Tyrosinase wurden bei der Mehrzahl der Stémme nach- 
gewiesen. Bei dem die Milch peptonisierenden Enzym handelte es sich 
um ein Ektoenzym. 

5. Antibiotische Eigenschaften wurden bei 14 Staéammen festgestellt 
gegen Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis und Bacterium coli (Zy- 
linder-, Plattenstrich-, Loch-, Réhrchentest). 

6. Die Einordnung in ein System war méglich unter Beriicksichtigung 
des morphologischen und physiologischen Verhaltens. Die 51 gepriiften 
Stamme gehorten zur Gattung Streptomyces; 41 Stimme konnten naher 
bestimmt werden. 


Literatur. 


Brreny, D. H.: Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Baltimore: 
Williams & Wilkins 1934. — Burry, J. A.: Die Entdeckung von Mikrobenlipase 
durch Kupferseifenbildung. J. Bacter. 25, 433 (1933). — Ferm: zit. nach LimskE 
1921. — Gos u. S. SHosH: zit. nach WaKsMAN 1950. — Hatumann, L.: Klinische 
Chemie und Mikroskopie, 8.161. Leipzig: Thieme 1950. — HEnNnEBERG, W.: 
Bakteriologische Molkereikontrolle. Berlin: Parey 1934. — Janke, A.: Arbeits- 
methoden der Mikrobiologie, 1. Bd., S. 127. Dresden u. Leipzig: Steinkopff 1946. — 
Kovacz, N.: zit. nach JanKn, 8. 218/19, 1946. — Krarnsxy, A.: Die Aktino- 
myceten und ihre Bedeutung in der Natur. Zbl. Bakter., IT, 41, 649 (1914). — 
Lieske, R.: Morphologie und Biologie der Strahlenpilze. Leipzig: Borntrager 
1921. — Allgemeines iiber Aktinomyceten. KoLitn, Kraus, UnLENHUTH: Hand- 
buch der pathogenen Mikroorganismen, Bd. 5, 17, 1928. — Orskoy, J.: Unter- 
suchungen itiber Strahlenpilze, reingeziichtet aus danischen Erdproben. Zbl. 
Bakter. II, 98, 344 (1938). — v. Porno, O.: Beitrage zur Kenntnis der Mor- 
phologie und Physiologie der Aktinomyceten. Arch. Mikrobiol. 11, 33 (1940); 
Farbstoffe und Antibiotica bei Aktinomyceten. Arch. Mikrobiol. 14, 142 (1948). — 
Ripret, A., u. P. Wrrrer: Untersuchungen an Aktinomyceten. Arch. Mikrobiol. 

~5, 24 (1934). — Ripret-Baupns, A.: GrundriB der Mikrobiologie, 8. 197f. Berlin 
u. Gottingen: Springer 1947. — Sanrerice, F.: Uber die pathogene Wirkung 
einiger Streptothrixarten. Zbl. Bakter. I, Orig. 86, 355 (1904). — Scuiinmann, W.: 
Untersuchungen iiber 5 Streptothrixstaémme. Zbl. Bakter. I, Orig. 49, 178 (1909). — 
TremPeL, K.: Untersuchungen iiber die Variabilitat der Aktinomyceten. Arch. 
Mikrobiol. 2, 40 (1931). — Waxsman, S. A.: The Actinomycetes. Waltham, Mass., 
USA 1950; Studies on the proteolytic enzymes of soil fungi and Actinomycetes. 
J. Bacter. 3, 509 (1918). — Waxsman, S. A., u. A. T. Henrict: zit. nach Waxks- 
MAN 1950. — WirreEr, P.: Beitrige zur Kenntnis der Aktinomyceten. Dissertation, 
Gottingen 1933. — WoLLENweEBER: Zur Systematisierung der Strahlenpilze. Ber. 
dtsch. bot. Ges. 39, 26 (1921). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 17, S. 361—383 (1952). 


(Aus dem Chemischen Institut, Biochemische Abteilung, 
der Universitat Gottingen.) 


Uber einige chemisch interessante Aktinomycetenstimme 
und ihre Klassifizierung. 


Von 
WERNER LINDENBEIN. 


(Eingegangen am 12. Mai 1952.) 


Bei der Bearbeitung eines groBen Materials frisch isolierter Actino- 
mycetenstamme zum Zwecke der chemischen Aufklirung von Natur- 
stoffen, erwies es sich als notwendig, die Stamme zu identifizieren. 

Zwar kann die Systematik hier, ebenso wie bei den Bakterien ,,lediglich ein ge- 
wisses Hinteilungsprinzip sein, zwecks wissenschaftlicher Verstandigung, eine Art 
von Kartothek‘‘ (RrereL-Batpus, 1952). Andrerseits sind wir aber von der Not- 
wendigkeit eines solchen Hilfsmittels iiberzeugt. Bekanntlich hat LimsKn (1921) die 
Moglichkeit einer Klassifizierung der Strahlenpilze tiberhaupt abgelehnt. WaksMAN 
(W. u. Curtis, 1916) und mit ihm viele neuere Untersucher sehen die Sache weit 
optimistischer an. JENSEN (1930) macht darauf aufmerksam, da8 Lizsxe keine 
einfach zusammengesetzten synthetischen Nahrbéden verwendete und da darauf 
wahrscheinlich seine negative Hinstellung zuriickzuftihren sei. Zweifellos sind solche 
Nahrbéden am geeignetsten, die die charakteristischen Merkmale herausbringen, 
und ohne Zweifel bedeutet ihre Einfiihrung durch Waxsman, Krarnsky und andere 
einen groBen Fortschritt. Durch Waxksmans Arbeiten kam es dann zu der Klassi- 
fizierung in der 6. Aufl. von BErcrys Manual (1948), auf der alle systematische Ar- 
beit heute fuBen muB, wenn nicht von neuem eine unauflésbare Verwirrung ent- 
stehen soll. 

Nun miissen aber alle Actinomycetensammler erfahren, da ,,the 
majority of the strains isolated could not be identified and many of them 
not classified in groups“ (JENSEN, 1930). Das liegt aber sicher nicht nur 
am Mangel an Material und an ungeniigender Untersuchung desselben, 
sondern auch an gewissen Mangeln des benutzten Systems. Als solche 
sind besonders 3 hervorzuheben: UngleichmaBige und unvollstandige 
Merkmalsangabe, Inkonsequenzen im Schliissel und Unvollstandigkeit 
der beschriebenen Arten. Die beiden ersten Unzulainglichkeiten erklaren 
sich aus der Uneinheitlichkeit des in einer weit zerstreuten Literatur vor- 
liegenden Tatsachenmaterials, die so groB ist, daf} man den Mut der Be- 
arbeiter zu bewundern hat und zugeben mu, da sie das bisher tiber- 
haupt Mégliche leisteten. Uber beides sei kein Wort weiter verloren. 

Besonderes Eingehen an dieser Stelle verlangt aber der dritte Mangel, 
namlich die Unvollstindigkeit der aufgestellten Arten. Es hat sich weit- 
hin die Meinung festgesetzt, da man mit den im Brreny beschriebenen 
Arten schlechthin auskommen miisse und daf alle vorkommenden 


| 
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Formen unter eine der — bei der Gattung Streptomyces — 73 beschrie~ 
benen Arten zu subsumieren sein miiBten. Eine gewisse Scheu vor 
der Einfiihrung neuer Speciesnamen ist ebenso verstandlich wie eine 
Erschwerung, mit der man die Flut neuer Namen einzudémmen 
sucht. Wenn aber ErtKson (1949) sagt, daB es wirklich an der Zeit sei, 
daB die Mikrobiologen ,,build up a body of public opinion which should 
discourage the nom. nov. man by making him feel the pest he is“, sO. 
kann sich dies nur auf die nomina nuda beziehen, wie es von ERIKSON 
wohl auch gemeint ist. Eine Form aber, die man im bestehenden System 
nicht unterbringen kann, vollstaéndig und gewissenhaft zu beschreiben 
und zu benennen, sollte sich niemand entmutigen lassen, selbst auf die 
Gefahr hin, zu den ,,Splitterern‘‘ gerechnet zu werden. 

Bei der leichten Variierbarkeit der Actinomyceten ist die Gefahr des 
Splitterns natiirlich gro8, und ohne eine geniigende Kenntnis der Varia- 
tionsbreite der einzelnen Merkmale ist eine einigermaBen sichere Art- 
abgrenzung nicht mdéglich. Auf die Variabilitaét im allgemeinen soll an 
dieser Stelle nicht eingegangen werden, doch scheint es nétig, ein Wort 
zu dem Begriff der ,,species-group zu sagen, den WaxksMAN in die 
Strahlenpilzkunde eingefiihrt hat und der von ErtKson besonders ge- 
stiitzt wird. 

Es will uns scheinen, als sei eine solche Betonung des Gruppencharak- 
ters der Art iiberfliissig, da dieser keineswegs eine Besonderheit der 
Actinomyceten ist. Eine Art ist immer und iiberall ein Gemisch von Bio- 
typen! und der Vorgang des Artmachens ist immer eine Gruppenbildung. 
Biotypen sind nach der ttblichen Definition erblich fixierte Rassen, deren 
jede in gewissen Grenzen durch die AuBenbedingungen modifizierbar ist. 
Biotypen, die sich in unwesentlichen Eigenschaften und meist nur quanti- 
tativ sowie in den Variationsbreiten dieser Eigenschaften unterscheiden, 
werden zu einer Art zusammengefaBt. Die Artgrenze, welche also die zu 
einer Art vereinigten Biotypen gewissermafen zusammenhalt und von 
den Biotypen der Nachbararten trennt, ist,eine durchaus kiinstliche 
Linie und hat lediglich praktisches Interesse. Kompliziert werden diese 
Verhiltnisse bei allen Organismen mit erwiesener Sexualitit durch még- 
liche Bastardbildung. Bei Organismen ohne solche den Artbegriff 
wesentlich abzuiindern oder gar fallen zu lassen, liegt kein Grund vor. 

In der Mikrobiologie arbeiten wir mit sogenannten reinen Stimmen 
oder Isolationen (Isolaten). Verhalten sich mehrere oder viele solcher 
Isolate vollig gleich (ein iibrigens auch bei Streptomyceten nicht seltener 
Fall), so stellen sie ein und denselben Biotyp dar. Ebensogut kann ein 


* In der mikrobiologischen Literatur wird der Terminus ,,Biotyp‘t neuerdings im 
Sinne von ,,physiologische Rasse“ (besonders bei Parasiten) gegeniiber dem ,,Mor- 
photyp“ gebraucht. Die im Text verwendete Bedeutung ist die in Genetik und 
Systematik sonst tibliche. 
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Biotyp nur durch einen einzigen Stamm reprasentiert werden. Es ist nun 
_ die Aufgabe des Systematikers, seine Stamme nach Ubereinstimmungen 
in den wesentlichen Merkmalen zu Arten zusammenzufassen, d.h. aber 
zu Gruppen, die zur leichteren Verstaindigung mit einem Namen 
belegt werden. Die Beschreibung, die einem solchen Artnamen. bei- 
gegeben ist, muB auf alle einzelnen Biotypen der betreffenden Art passen. 
Soll aber eine Diagnose das leisten, mu8 sie sich auf moglichst viele 
Stéimme stiitzen und miissen deren Modifikationsbreiten bekannt sein. 
Letztere Bedingung ist bei Mikroorganismen, deren Klassifizierung aus- 
schlieBlich an kultivierten Exemplaren vorgenommen wird, besonders 
leicht zu erfiillen. In dieser Beziehung hat der mikrobiologische Syste- 
matiker sehr viel vor anderen, z. B. bryologischen, voraus. Dafir sieht 
sich der Mikrobiologe sehr stark im Nachteil hinsichtlich der morpholo- 
gischen Merkmale. Wiirde er sich auf die morphologisch charakterisierten 
Gruppen beschranken, wiirde er zu Gruppen kommen, deren jede aus 
einer fast uniibersehbaren Fiille von Biotypen bestehen wiirde. Eine sol- 
che Arteinteilung wiirde kaum praktischen Wert haben. 


Hs liegt aber gerade ein praktisches Bediirfnis vor, die Actinomyceten- 
staémme in benannte Arten aufzuteilen, respektive zusammenzufassen. 
Dies Bediirfnis ist nach Entdeckung der antibiotischen Wirksamkeit 
mancher Staémme besonders hervorgetreten und nach Isolierung der Anti- 
biotica durch die Vorschriften der Patentimter bedeutend verscharft 
worden. Da& trotzdem keine eigentliche Inflation an neuen Namen ein- 
getreten ist, das zeigt die Brauchbarkeit des Bercryschen Systems; doch 
sind auch dessen Grenzen deutlich geworden. 

Eine ganze Reihe antibiotisch wirksamer Stiimme lieB sich zu bereits 
beschriebenen Arten stellen, so zu den altbekannten Arten Streptomyces 
albus, lavendulae, fradiae und griseus. Andere lieBen sich nicht unter- 
bringen, und so entstanden die Arten Str. antibioticus, aureofaciens, 
bikiniensis, rimosus, griseocarneus U. a. 

Von den alten Arten sind besonders Str. griseus und lavendulae auf 
ihre Variabilitat hin untersucht worden. Es hat sich dabei herausgestellt, 
da8 die Beschreibungen im BrerGey nicht entfernt alle die Formen um- 
fassen, die man heute zu jenen Arten stellt. 

Wenn solche Varianten aus Kinzelspor-Subkulturen ein und derselben Isolation 
hervorgegangen sind, wie SurmaKo (1951) berichtet, und sie auch reversibel sind, 
so handelt es sich um Typen, die sich ohne Zwang unter griseus subsumieren 
lassen. Schwieriger ist es schon bei jenen ,.Mutanten‘‘, die nicht reversibel sind und 
,ihrem AufBern nach kaum als griseus erkannt werden“. Ist dennoch ihre Zugehorig- 
keit zu griseus durch ihre Abstammung erwiesen, so bleibt nichts iibrig, als die Dia- 
gnose von griseus entsprechend zu erweitern. Dasselbe gilt von Stimmen, die ein 
lésliches Pigment zu bilden vermégen (BENEDICT u. LINDENFELSER, 1951) sowie 


von den rhodomycetinliefernden Staémmen (SHOKMAN u. WAKSMAN, 1951). Gerade 
das Unvermiégen, lésliches Pigment zu bilden, ist bei Brrcry ein wesentliches 


. 
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Merkmal von griseus. Auch in dieser Richtung erscheint eine Ausweitung der griseus- 
Diagnose notwendig, wenn man es nicht vorziehen sollte, die Stamme mit der 
(allerdings nicht immer verwirklichten) Fahigkeit zur Pigmentbildung von griseus 
abzutrennen. Auch bei Str. lavendulae geht die Variabilitaét der einzeInen Stamme 
weit iiber die Grenzen der Breraryschen Diagnose hinaus (WAKSMAN, Harris u. 
LECHEVALIER, 1951). Hier handelt es sich um verschiedene Isolationen ,,from many 
soils troughout the world‘‘ und die Stémme variieren in fast allen Merkmalen, so 
da8 man nicht sehen kann, wodurch die Gruppe eigentlich noch zusammengehalten 
wird. 

Bei einem solchen Mifverhaltnis zwischen den Artdiagnosen und den 
Biotypbeschreibungen kann es nicht wundernehmen, dai die aller- 
meisten Neuisolationen in den bestehenden Arten nicht unterzubringen 
sind, ohne diesen Gewalt anzutun. Es wird deshalb der richtige Weg sein, 
solche Formen zunichst zu neuen Arten zusammenzustellen, voraus- 
gesetzt, daB dem eine gewissenhafte Priifung aller Merkmale auf einer 
geniigenden Zahl von bestimmten Nahrbéden voraufgegangen ist. Der 
EKinwand, da8 dadurch die Zahl der beschriebenen Arten untragbar groB 
wiirde, hat kein groBes Gewicht. Kennen wir doch in anderen Orga- 
nismengruppen, wo sich die Arten allein auf morphologische Merkmale 
griinden, Gattungen mit iiber 700 beschriebenen Arten. Wenn sich dann 
nachtraglich bei weiterer Kenntnis herausstellt, daB eine Reihe von Arten 
einzuziehen respektive zusammenzulegen ist, so ist das nur der ganz ge- 
wohnliche Gang der Systembildung, wie er in der Systematik allgemein 
zu beobachten ist. , 


Isolierung und Standardnihrboden. 

Ks ist eine altbekannte, aber oft nicht geniigend beachtete Tatsache, daB die Art 
der Isolierungsmethode und des zur Isolierung benutzten Nahrbodens ausschlag- 
gebend sind fiir den Erfolg. Es ist méglich, aus ein und derselben Bodenprobe, aber 
mit verschiedener Methode, verschiedenartige Mikrofloren herauszuholen. Voraus- 
setzung fiir vergleichende Untersuchungen — und jede Systematik ist Vergleichung 
—ist daher, daB stets dieselbe Methode zur Anwendung komme. Wesentlich starker 
als die Isolierungsmethode wirkt der verwendete Nahrboden selektiv. 

Alle unsere Bodenproben wurden véllig gleichartig behandelt und alle 
Stiimme mit Hilfe desselben Naihrbodens isoliert. Formen, die auf diesem 
einen Nahrboden nicht zur Entwicklung gelangen, finden sich nicht in 
unserem Material und wurden von uns ganz bewuBt ,,iibersehen‘‘. Erfah- 
rung und der Wunsch, vergleichbares Material zu besitzen, zwangen uns zu 
dieser Beschrinkung. Es versteht sich, da’ ein Nahrboden, dem eine so 
groBe Bedeutung zukommt, mit gréBter Sorgfalt und nach langen 
Vorversuchen ausgewihlt wurde. Wir entschlossen uns fiir den von 
v. PLoTHO angegebenen Glykokoll-Agar. Dieser begiinstigt das Wachstum 
der meisten Actinomyceten und erschwert die Entwicklung von Bak- 
terien und Pilzen. 

Das als Standardnihrboden bezeichnete Medium von der Zusammensetzung 
Glycerin 2,0, Glykokoll 0,25, NaCl 0,1, K,HPO, 0,1, FeSO, 0,01, MgSO, 0,01, 
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CaCO, Spur, Agar 2,0, (alles in Prozent unter Beriicksichtigung des Kristallwassers) 
wurde zum Isolieren, Reinigen, ferner laufend zur Weiterkultur und zu Herstellung 
des nétigen Impfmaterials benutzt. 


Zur Gewinnung von Reinkulturen wurde 1 g Boden mit 10 cm? Wasser versetzt 
und 15min geschiittelt. Nach kurzem Absetzenlassen wurden von der Suspension 
gegossene Kocusche Platten verwendet, was bis zur vélligen Reinkultur fortgesetzt 
wurde. Aus dem Bewuchs der ersten Verdiinnung konnte schon nach einer Be- 
briitung von 4—6 Tagen bei 28° C ein allgemeiner Eindruck tiber Vorkommen und 
Haufigkeit von Bakterien, Strahlen- und Schimmelpilzen gewonnen werden. Isoliert 
und gereinigt wurden alle irgendwie unterscheidbaren Actinomycetenkolonien. Das 
zur Untersuchung verwendete Stamm-Material bestand also aus tunlichst allen sich 
auf Glykokoll-Agar entwickelnden und unterscheidbaren Kolonien jeder einzelnen 
Bodenprobe. 


Kulturvariabilitaét und Kulturkonstanz. 

Allbekannt ist die groBe Veranderlichkeit der Actinomycetenstimme bei fort- 
gesetzter Kultur auf kiinstlichen Nahrbéden, und der vollstiindige Verlust syste- 
matisch wichtiger oder praktisch wertvoller Eigenschaften ist haufig berichtet wor- 
den (WaAxkKSMAN, 1950). Dabei kommt es sehr auf die Art des kiinstlichen (synthe- 
tischen) Naihrbodens an. Auch in dieser Beziehung hat sich unser Glykokoll-Agar gut 
bewahrt, wenn er auch vielleicht vom Haferflockenagar tibertroffen wird, der aber 
noch weniger zu den rein synthetischen gerechnet werden kann. 

Nach unseren Beobachtungen mu8 man 2 deutlich verschiedene For- 
men von Verlusten unterscheiden. Bei der ersten veraindert sich der 
Stamm durchaus als Ganzes. Jeder Abimpfung und den gesamten sich 
daraus entwickelnden Kolonien fehlt entweder plétzlich oder allmablich, 
von Abimpfung zu Abimpfung schwindend, eine vorher stets angetroffene 
Eigenschaft. Diese tritt, auch nach Generationen von Abimpfungen, 
wieder hervor, und zwar in der vollen urspriinglichen Starke, wenn es ge- 
lingt, irgendeine regenerierend wirkende Abwechslung in der Ernahrung 
zu finden. Der Stamm verhalt sich dann genau so, wie direkt nach seiner 
urspriinglichen Isolierung, bis etwa ein erneutes Absinken eintritt. Zu- 
sitze wie Hefekochsaft, Sojamehl, Cornsteep liquor u. a. wirken meist 
nicht so gut wie radikale Hungerkuren. Haufig geniigt es, die N- und 
C- Quellen stark einzuschrinken. Ausgezeichnete Erfolge hatten wir in 
bestimmten Fallen mit unserem Zellulosenaihrboden (s.u.), weniger gute 
mit Erdpassagen. 

Bei der zweiten Form von Eigenschaftsverlust handelt es sich um 
einen Teilverlust in der Weise, daB 2 verschiedene Typen von Tochter- 
kolonien auftreten, von denen die eine die betreffende Higenschaft ver- 
loren hat. Hier von Mutanten oder von Hybridspaltern zu sprechen, fehlt 
zunachst jede Berechtigung und wir folgen daher den Autoren, die den 
neutralen Ausdruck ,Dissozianten‘ verwenden. Eine dauernde Trennung 
der Dissozianten durch Reinigungsverfahren ist nicht méglich, da sie 
immer wieder auftreten. Die Verlustform kann jedoch in vielen Fallen 
dauernd rein erhalten werden. Dies kann bei Abimpfungen aus der 
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Stammkultur unfreiwillig geschehen, wobei dann die urspriingliche 
Eigenschaft vollstindig in Verlust geraten kann. 


Diagnostische Nahrmedien. 

Bei der Wahl der zur Identifizierung respektive Beschreibung der 
Staémme zu verwendenden Nahrmedien muBte deren bisheriger Gebrauch 
durch die Autoren maBgebend sein. Leider besteht weder in der Auswahl 
noch in der genauen Zusammensetzung dieser Nahrmedien eine Einheit- 
lichkeit, wie jeder Benutzer des Buranyschen Bestimmungsbuches fest- 
stellen muB. Die Bearbeiter muBten die Original-Diagnosen der ver- 
schiedenen Autoren iibernehmen, von denen der eine diese, der andere jene 
Medien benutzt hatte. Immerhin ist durch WaKSMAN (1950) eine erfreu- 
liche Vereinheitlichung des Bestimmungsverfahrens herbeigefiih1t worden. 

Bei der absolut ausschlaggebenden Bedeutung der diagnostischen 
Nahrbéden ist es nicht zu vermeiden, daB jeder Untersucher seinen Be- 
schreibungen die Zusammensetzung seines Nihrmediums genau beigibt, 
da eben die Beschreibung nur fiir diesen einen Nahrboden Giiltigkeit 
haben kann. Jeder Untersucher von Strahlenpilzen wei allerdings, daB 
ein zweimal nach demselben Rezept hergestellter Nahrboden fiir den 
Strahlenpilz nicht immer derselbe ist und daf selbst bei Verwendung 
reinster Chemikalien noch Unterschiede auftreten kénnen, die unter Um- 
stiinden verbliiffende Wirkungen hervorbringen. Zwar wird man selbst 
bei geniigend oft durchgefiihrten Versuchen sich tiber die Eigenschaften 
eines Stammes und deren Variationsméglichkeiten klar werden, doch 
bleibt beim Vergleich mit Beschreibungen anderer Autoren stets ein ge- 
wisser Unsicherheitsfaktor bestehen. 

Die von uns einheitlich fiir alle Stémme benutzten diagnostischen 
Nihrmedien sind folgende (alle Angaben in Prozent): 

1. Synthetischer Agar; K,HPO, 0,1; MgSO, 0,05; KCl 0,05; FeSO, 0,001; 
NaNO, 0,2; Glycerin 3,0; Agar 1,5. 2. Synthetische Lésung: dasselbe ohne Agar. 
3. Glucosebriihe: Glucose 2,0; KNO, 1,0; NaCl 0,1; K,HPO, 0,1; MgSO, 0,005; 
FeSO, 0,001; CaCO, Spur. 4. Glucoseagar: Pepton (siccum e carne MERcK) 0,5; 
Glucose 1,0; KH,PO, 0,1; MgSO, 0,5; Agar 1,5. 5. Glucose-Asparagin-Agar: Glucose 
1,0; Asparagin 0,05; K,HPO, 0,05; Agar 1,5. 6. Calciwmmalatagar: Ca-malat 1,0; 
NH,Cl 0,05; K,HPO, 0,05; Glycerin 1,0; Agar 1,5. 7. Gelatinestich: Pepton 0,5; 
Glucose 2,0; Gelatine 10—20. 8. Stdrkeplatte: lésliche Starke 1,0; KNO, 1,0; 
NaCl 0,1; K,HPO, 0,1; FeSO, 0,01; MgSO, 0,01; CaCO, Spur; Agar 1,5. 9. Nahr- 
agar: Pepton 0,5; Fleischextr. 0,5; NaCl 0,5; Agar 1,5. 10. Kartoffelscheibe. 11. Ka- 


rottenscheibe. 12. Cellulosemedium: Synthetische C-freie Lésung in Filtrierpapier. 
13, Lackmusmilch. 


Diagnostische Terminologie. 
Durch die betrachtliche Schwierigkeit, die zahlreichen, mannigfachen 


und fein nuancierten Unterschiede im Wachstum der Actinomyceten- 
mycelien in kurzer, priignanter und unmiBverstandlicher Form in Worten 
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auszudriicken, werden die Beschreibungen der Stémme und Arten duBerst 
_unsicher. Hs fehlt noch eine gut durchgebildete und allgemein angenom- 
mene diagnostische Terminologie. Es erscheint daher in jedem Falle 
notwendig, dafi der Bearbeiter seine Termini definiere. Fiir die Bakterien 
im engeren Sinne hat die Society of American Bacteriologists im ,,Manual 
of Methods for Pure Culture Study of Bacteria‘ 1944 ein Glossarium 
der deskriptiven Termini gegeben, das sich erfreulicherweise fast aus- 
schlieBlich lateinischer Ausdriicke bedient. Die dort gegebenen Termini 
und Definitionen lassen sich freilich nur zum Teil auf die Actinomyceten 
anwenden, aber es sollte, soweit angingig, geschehen. 

Bei unseren Beschreibungen sind folgende Termini in der angegebenen 
Bedeutung benutzt worden: 


A. Auf festen Nahrbéden: 
I Substratmycel: 
1. effusus = diinn, schleierartig ausgebreitet ; { 
2. punctiformis = punktformig, sehr klein, aber mit bloBem Auge sichtbar, 
unter 1 mm Durchmesser ; 

. pustulatus = pustelig, Shanty 2, aber 2—3 mm Durchmesser; 
. pulvinatus = kissenformig, meist erhaben, tiber 3 mm Durchmesser; 
. crustaceus = krustig, eine zusammenhangende + rauhe Kruste bildend; 
. rugosus = runzlig, aber nicht parallel oder radial gefurcht; 
. sulcatus = gefurcht, parallel oder radial; 
. tophaceus = tropfsteinartig, unregelmaBig léchrig; 
. lichenoid = flechtenartige, lappige Kolonien. 


Il Luftmycel: i 

1. pulverulentus = staubig, einen staubfeinen Uberzug bildend; 

2. farinosus = mehlig bestéiubt, mindestens stellenweise starkere Luftmycel- 
bildung; 

3. vellereus = sammetig, eine gleichmaBige, dichte Decke bildend aus kurzen, 
mit bloBem Auge nicht unterscheidbaren Hyphen; 

4. lanatus = wollig, Luftmycel watteartig aus langen, mit bloBem Auge unter- 
scheidbaren Hyphen. 

B. Auf fliissigen Nahrbdden: 
I Untergetauchtes (submerses) Wachstum: ; 

1. Grundwachstum — am Boden des GefaBes festsitzende Kolonien (in den 
Formen A I 2—4); 

2. Sediment (wachstum) = am Boden abgesetzte, nicht festhaftende Mycel- 
massen als a) Flocken, b) feine Triibung; 

3. Flottierendes Wachstum = untergetaucht freischwimmendes Mycel als 
a) Flocken, b) Triibung. 

II Oberflachenwachstum: 

1. Ringwachstum = an der Fliissigkeitsgrenze am Glase festhaftend (in den 
Formen A I 2, 3, 5); 

2. pellicula = Haut, feines, die Oberflache -++ bedeckendes Wachstum, bei 
Beriihrung auseinanderweichend ; 

3. tegumen = Decke, dichtes Wachstum, als zusammenhangende Decke ab- 
hebbar, schlieBlich meist die ganze Oberflache bedeckend, auch unter- 
brochen oder inselartig verstreut, oft absinkend und dann von B I 2 zu 
unterscheiden. 
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C. Auf allen Nahrbéden: ; Ro , 
1. mollis = weich, Kolonien leicht zerstérbar, aber nicht klebrig oder schleimig 


wie bei Bakterien; 


2. durus = hart, Kolonien nicht leicht zerstérbar, nicht elastisch, nicht 
briichig; ; ; 

3. coriaceus = lederig, Kolonien nicht leicht zerstérbar, elastisch, nicht 
briichig ; ; 


4. fragilis = spréde (brittle), Kolonien in kleine harte Splitter zerbréckelnd. 


Besonders schwierig ist die Beschreibung respektive Benennung der 
Farbténung. Eine brauchbare Nomenklatur stand uns leider nicht zur 
Verfiigung und die im Handel befindlichen Farbtafeln erwiesen sich als 
unzureichend. Die in der amerikanischen Literatur verwendeten Bezeich- 
nungen nach Rip@way waren uns nicht zugiinglich. Auch erscheinen 
Ausdriicke wie ,,Quaker Drab“ zur allgemeinen Verwendung wenig ge-_ 
eignet. Es wurde daher versucht, mit allgemein verstindlichen Bezeich- 
nungen, wie sie von der alteren deskriptiven Botanik definiert wurden, | 
auszukommen : 


1. Weif: a) schneeweil (niveus), b) glanzendweiB (candidus), c) silberweiB (argen- 
teus), d) milchweiB (lacteus), e) kreideweiB (cretaceus), f) mehl- oder grauweiB (farina- 
ceus). 

rs Violett: a) blaiulich (violaceus), b) rdtlich (lilaceus). 

3. Blau: a) dunkelblau (caeruleus), b) kornblumenblau (cyaneus), d) himmelblau 
(azureus), d) graublau (caesius), e) gelblichblau (lividus). 

4. Griin: a) grasgriin (viridis), b) smaragdgriin (smaragdinus), c) blaugriin (glau- 
cus), d) lauchgriin (prasinus), e) olivgriin (olivaceus). 

5. Gelb: a) hellgelb (flavus), b) sattgelb (luteus), c) zitronengelb (citrinus), d) gold- 
gelb (aureus), e) schwefelgelb (sulfureus), f) weiBgelb (stramineus), g) braunlichgelb 
(gilvus), h) dottergelb (vitellinus), i) blaBgelb (luridus), k) griinlichgelb (galbus). 

6. Orange: a) hellorange (aurantiacus), b) dunkelrotgelb (croceus). 

7. Rot: a) dunkelrot (ruber), b) karminrot (puniceus), ¢) scharlachrot (cocci- 
neus), d) feuerrot (igneus), e) blaBkarmin (roseus ), f) fleischrot (carneus, incarnatus VE 
g) purpurrot (purpureus), h) zinnoberrot (cinnabarinus), i) mennigerot (miniatus), 
k) ziegelrot (lateritius), 1) blutrot (sanguineus), m) braunlich-kupferrot (cupreus), 
n) hellgelbrot (rutilus). 

8. Braun: a) hellbraun (brunneus), b) dunkelbraun (umbrinus), c) kastanienbraun 
(badius), d) rétlich-braun (fuscus), e) gelblich-rostbraun (ferrugineus ), £) griinlich- 
braun (hepaticus), g) zimtbraun (cinnamomeus). 

9. Grau: a) griinlichgrau (griseus), b) aschgrau (cinereus), c) weibgrau (incanus), 
d) briunlichgrau (fumigatus), e) rdtlichgrau (murinus), f) bliulichgrau (plumbeus). 

10, Schwarz: a) grauschwarz (niger), b) kohlschwarz (ater), c) braunlich-pech- 
schwarz (piceus), d) griinlich-rabenschwarz (coracinus), e) blauschwarz (atramen- 


tarius). 

Natiirlich sind mit diesen rund 60 Ausdriicken nicht alle in den Kul- 
turen vorkommenden Farben bezeichnet. Aber es hat sich in mehrjahrig 
wiederholten Beschreibungen gezeigt, daB sich doch auf diese Weise die 
Farben wiedererkennbar ausdriicken lassen. Zwischen verschiedenen 


Beobachtern freilich bleibt eine Verstiindigung tiber die Farbe stets eine 
Schwierigkeit. 


Chemisch interessante Aktinomycetenstamme und ihre Klassifizierung. 369 


Die neuen Arten. 


Streptomyces chrysomallus nov. spec. 


In der V. Mitteilung iiber ,,Antibiotica aus Actinomyceten“ berichten 
BRocKMANN u. Mitarbeiter (1951) tiber einen Streptomyces-Stamm, der 
keiner in Bercrys Manual beschriebenen Art zugeordnet werden kénne 
und daher als neue Art Str. chrysomallus beschrieben werden solle. In- 
zwischen sind weitere Stimme bekannt geworden, die zu dieser Art zu 
ziehen sind, und neue bemerkenswerte Daten sind hinzugekommen, so 
dafi nunmehr eine befriedigende Diagnose gegeben werden kann. 


Beschreibung des Stammes ,,la‘‘. 


A. Morphologie. 1. Makroskopisch. Der Stamm bildet auf allen Nahrmedien 
ein auffallend weiches Mycel, wodurch er von‘allen ahnlichen deutlich zu unter- 
scheiden ist. — 2. Mikroskopisch: Substratmycel aus langen, verzweigten 
Hyphen bestehend, reich an farbbaren Kérnchen. Luftmycel bildet Konidienketten 
aus, die nicht in Biischeln stehen; Spiralen nicht beobachtet; Konidien oval bis 
elliptisch. 

B. Morphologisches und physiologisches Verhalten auf den diagnostischen Néahr- 
béden. 1. Synthetischer Agar: Wachstum gut, krustig. Oberflache hellgelb, runz- 
lig; Luftmycel mehlig, weiB; lésliches Pigment goldgelb. — 2. Synth. Lésung: 
Oberflachenwachstum geschlossene Decke, riickwarts dottergelb, Luftmycel 
sammetig, weiB bis grauwei8, untergetaucht reichlich gelbliche Flocken; lésliches 
Pigment hellgelb. — 3. Glucosebriihe: Oberflachenwachstum geschlossene Decke, 
ruckwarts dottergelb, Luftmycel sammetig, weiB; untergetaucht reichlich gelbliche 
Flocken; losliches Pigment goldgelb. — 4. Glucoseagar: Wachstum gut, runzlig, 
sattgelb; Luftmycel mehlig bestaubt, grauweiB; losliches Pigment hellgelb bis gold- 
gelb. — 5. Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum mafig, glatt, fast farblos gelb- 
lich; Luftmycel staubig, weiB; losliches Pigment sehr schwach gelblich. — 6. Ca- 
malat-Agar: Wachstum gut, diinn, glatt, farblos bis schwach gelblich; Luft- 
mycel mehlig bestaubt, grauweiB; lésliches Pigment fehlt (!). — 7. Gelatinestich: 
Sehr starke Decke, hell- bis dunkelgelb; Luftmycel mehlig bestaubt, weiB; starke 
Verfliissigung; lésliches Pigment gelbbraun, nur in dem verfliissigten Teil der Gela- 
tine. — 8. Starkeplatte: Wachstum sehr langsam, Substratmycel ungefarbt, auch 
riickwarts; Luftmycel staubig, weiB; Starke wird stark hydrolysiert; losliches Pig- 
ment fehlt. — 9. Nahragar: Wachstum schwicher, schwach runzlig, glanzend 
goldgelb; Luftmycel sehr schwach staubig, weiB; lésliches Pigment goldgelb. — 
10. Kartoffel: Wachstum stark, runzlig, dottergelb, spaiter braunlichgelb; Luft- 
mycel wollig, wei bis gelblichwei8. — 11. Karotte: Wachstum viel schwacher, 
glatt, in kleinen glanzenden, kugligen Kolonien, gelb; Luftmycel sehr schwach 
staubig, wei. — 12. Cellulosemedium: Sehr schlechtes Wachstum. — 13. Milch- 
agar: Kraftiges farbloses Wachstum, riickwarts hellgelb; Luftmycel wollig, schnee- 
weiB, spater gelblichwei8; 7 mm ganz klare proteolytische Zone; Lackmus schwach 
rotlich, 


Dieser Beschreibung schien anfangs keine der in Bercnys Manual auf- 
gefiihrten Artengruppen zu entsprechen. Besonders lehnten wir eine 
Verwandtschaft mit Str. fulvissimus JENSEN ab, da von diesem im Schliis- 
sel ausdriicklich die Bildung eines léslichen Pigmentes verneint wird. 
Erst die Einsichtnahme in die Originalliteratur (JeNsnNn, 1930) ergab, 
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daB hier im Schliissel von WaKsMAN u. HEnRICcI offenbar ein Irrtum vor- 
liegt, denn JENSEN betont ausdriicklich das gelbe losliche Pigment. 

Das Verhalten von fulvissimus auf Milchagar und Ca-malat-Agar ist 
leider nicht bekannt, dagegen legt JENSEN Wert auf die Merkmale, die 
man bei Kultur auf Stiirke-Casein-Agar und Lorrriers Blutserum er- 
halt. Wir haben daher diese Nahrmedien nach JENSENs Angaben zusatz- 
lich verwendet und bekamen dabei folgende Unterschiede: 


fulvissimus JENSEN chrysomallus n.sp. 

Léfflers Vegetatives Mycel rotbraun; | Mycel gelbbraun, riickwarts 

Blutserum: | kein Luftmycel; gelbliches Pig- | hellbraun; Luftmycel fehlt; 
ment; keine Verfliissigung. lésliches Pigment hellbraun; 
Verfliissigung schnell und voll- 

standig. 

Starke- Wachstum gut, gelblichbraun; | Wachstum sehr gut, farblos, 
Casein- Luftmycel stark, glatt, blei- | riickwarts blaBgelb; Luftmycel 
Agar: grau; lésliches Pigment matt | mehlig bestaubt, kreideweiB; 

gelb bis orange. lésliches Pigment fehlt. 


Heben wir zu diesen Unterschieden noch die iibrigen wichtigsten her- 
vor! Nach JENSEN und Bercey bildet fulvissimus auf Gelatine ein 
braunes Substratmycel, kein Luftmycel und kein Pigment; auf Nahr- 
agar ist das Substratmycel tief rotbraun, auf Kartoffel rostbraun, das 
Luftmycel fehlt auf Kartoffel oder ist nur in Spuren vorhanden. 

Da unsere Versuche sich stets in gleicher Weise reproduzieren lieBen 
und auch in einem Zeitraum von 3 Jahren keinerlei Variationen auf- 
traten, die fulvissimus-Eigenschaften gezeigt hiatten, erscheinen uns 
beide Arten hinlinglich getrennt. 

Besonders interessiert die Frage, ob sich die Gruppe der Actinomycin- 
bildner mit der chrysomallus-Gruppe vollkommen deckt. Das scheint 
nach unseren Befunden nicht der Fall zu sein. Der Str. antibioticus Waxks- 
MAN ist ganz sicher ein ganz anderer Typ. Von unseren gelben actino- 
mycinbildenden Stimmen fallen Stamm 116, 330 und 331 nicht in die 
chrysomallus-Gruppe, ganz sicher dagegen die Stamme Wal 679, Schénb. 
192 und St. 327. 


Beschreibung des Stammes Ihr 582. 


Besonderes Interesse beansprucht noch unser Stamm Ihr 582, der 
zwar stark antibiotisch wirksam ist, aber kein Actinomycin bildet. Um 
seine verwandtschaftliche Stellung zu chrysomallus und zu fulvissimus 
zu klaren, haben wir ihn auf den diagnostischen Nahrbéden kultiviert 
mit folgendem Ergebnis: 


1. Synthetischer Agar: Sehr gutes krustiges Wachstum, riickwirts gleich- 
mibig tief dottergelb; Luftmycel stark, sammetig bis wollig, kreideweiB, auch nach 
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18 Tagen nicht verfarbend; lésliches Pigment tief goldgelb. — 2. Synthetische 
_Lésung: Schwach gelbe, fast geschlossene Decke, riickwarts braunlich-gelb; Luft- 

mycel staubig, kreideweif ; losliches Pigment tief dottergelb. — 3. Glucosebriihe: 
Starke Decke, riickwarts braunlichgelb; Luftmycel sehr stark, sammetig, kreide- 
weiB; lésliches Pigment tief dottergelb. — 4. Glucoseagar: Sehr gutes krustiges 
Wachstum, riickwarts gleichmaBig dunkelrotgelb; Luftmycel sammetig, weiBgrau; 
lésliches Pigment dunkelrotgelb. — 5. Glucose-Asparagin-Agar: Gutes krusti- 
ges Wachstum, riickwarts gleichmaBig hellorange; Luftmycel sammetig, weibgrau; 
lésliches Pigment hellorange. — 6. Ca-malatagar: Gutes kriaftiges Wachstum, 
rickwarts rostbraun; Luftmycel sammetig wei8 und cremefarben; lisliches Pigment 
rostbraun. — 7. Gelatinestich: Sehr gutes Deckenwachstum, weiB bis bleichgelb ; 
Luftmycel weif; lésliches Pigment fehlt; Verfliissigung vollstindig. — 8. Starke- 
platte: Schwaches Wachstum, riickwarts hellbraun; Luftmycel sammetig, grau- 
wei8; amylolytische Zone r = 3 cm, ganz klar. — 9. Nahragar: Gutes krustiges 
Wachstum, hellgelb, riickwarts sattgelb; Luftmycel staubig, grauweiB; lésliches 
Pigment hellgelb. — 10.Kartoffel: Sehr gutes bleichgelbes Wachstum; Luftmycel 
sehr gut, grauweif; lésliches Pigment fehlt. — 11. Karotte: Wachstum mafig, 
gelblich; Luftmycel sammetig, grauweiB ; losliches Pigment fehlt. — 12. Cellulose- 
medium: Kein Wachstum. — 13. Milchagar: Wachstum sehr gut, ‘riickwarts 
hellbraun; Luftmycel sehr stark sammetig, grauweiB; losliches Pigment fehlt; pro- 
teolytische Zone r = | cm, ganz klar; Lackmus blau. —- 14. Léfflers Blutserum: 
Wachstum stark, riickwarts gelb-braun; Luftmycel sammetig, kreideweiB; lésliches 
Pigment schwach braun; Verfliissigung sehr langsam, aber schlieBlich vollstandig. 
— 15. Starke-Casein-Agar: Wachstum gut, pustelig, riickwarts schwach 
hellbraun; Luftmycel mehlig, weiBgrau bis aschgrau; lésliches Pigment hell- 
braun. 

Die Konsistenz des Mycels ist stets mehr lederartig, niemals weich wie 
bei chrysomallus. Mikroskopisch sind keine wesentlichen Unterschiede 
festzustellen, weder zwischen chrysomallus noch fulvissimus. Wir glauben, 
unseren Ihr 582 zur fulvissimus-Gruppe stellen zu konnen, trotz den ge- 
ringen Abweichungen, die auf einzelnen Nahrbéden bestehen, Ent- 
scheidend sind dabei die Pigmentbildung auf Blutserum, das Fehlen des 
Pigments auf Gelatine, die Pigmentbildung auf Starke-Casein-Agar. Dem- 
gegeniiber finden sich wesentliche Abweichungen gegeniiber fulvissimus 
nicht, denn die Bildung eines loslichen Pigments auf Kartoffel hat sich 
als sehr unsicheres Merkmal erwiesen. Verfarbungen des Substrates k6n- 
nen hier andere Ursachen haben, die mit autolytischen Vorgangen im 
Gewebe der Kartoffel in Zusammenhang stehen kénnten. 


Streptomyces purpurascens nN. Sp. 

Eine augenfillig einheitliche Gruppe stellen diejenigen Stémme dar, 
welche das Rhodomycin (BRocKMANN u. Mitarbeiter, VII. Mitteilung. 
1951) bilden. Es sind die Stémme 346, Liid 207, Piirk 271, Ist 299, Maria 
515, Tiib 608 und einige weitere, die sich auf dem Standardnahrboden 
gleichmaBig verhalten und alle Rhodomycin, wenn auch in verschiedener 
Ergiebigkeit, liefern. Zur Identifizierung dieser Gruppe wurden zunachst 
346 und Maria 515 niéher untersucht. 
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Stamm 346 


Maria 515 


C—O 


Synthetischer 
Agar 


Synthetische 
_ Lésung 


Glucose- 
Briihe 


Glucose- 
Agar 


Glucose- 
Asparagin- 
Agar 


Ca- 
malat- 
Agar 


Gelatine- 
stich 


Starkeplatte 


Nahragar 


Wachstum effus bis krustig, 
karminrot, riickwarts schar- 
lachrot; Luftmycel mehlig, 
kreideweiB; lésliches Pigment 
braunrot. 


Decke und Sediment gut, 
scharlach bis purpur; Luft- 
mycel pulverig, schneeweiB; 
lésliches Pigment scharlachrot. 


Sehr starke Decke, Sediment 
schwach, karmin-, spater kup- 
ferrot; Luftmycel schwach pul- 
verig, kreideweiB ; losliches Pig- 
ment karminrot. 


Wachstum krustig, riickwarts 
rotbraun; Luftmycel sammetig 
bis wollig, kreideweiB; lésliches 
Pigment hellbraun. 


Wachstum krustig, karmin, 
rickwarts karmin; Luftmycel 
wollig, kreideweiB, tropfend, 
losliches Pigment orange. 


Wachstum krustig, karmin, 
rickwarts ziegelrot; Luftmycel 
sammetig, kreideweiB; lésliches 
Pigment ziegelrot. 


Starkes hellbraunes Wachstum; 
Luftmycel sammetig bis wollig, 
schneeweiB; lésliches Pigment 
rotbraun; Verfliissigung am 
9. Tag. 


Wachstum lichenoid, blaBkar- 
min, riickwirts orange; Luft- 
mycel sammetig, schneeweib; 
lésliches Pigment fehlt; amy- 
lolytische Zone r = 2 cm. 


Wachstum krustig, hellbraun, 
rickwiarts dunkelbraun; Luft- 
mycel sammetig, schneeweib; 
losliches Pigment dunkelbraun. 


Wachstum krustig, karminrot, 
riickwarts scharlach u. purpur; 
Luftmycel sammetig, rosa; lés- 
liches Pigment braunrot. 


Decke und Sediment stark, 
scharlach bis purpur; Luft- 
mycel pulverig bis sammetig 
kreideweiB; lésliches Pigment 
kraftig karminrot. 


Sehr starke Decke, Sediment 
schwach, karminrot; Luftmycel 
sammetig, kreidewei8 ; lésliches 
Pigment kraftig karminrot. 


Wachstum krustig, riickwarts 
braunrot; Luftmycel wollig, 
schneeweiB; lésliches Pigment 
gelbbraun. 


Wachstum krustig, riickwarts 
blaurot; Luftmycel sammetig, 
schneeweiB bis rosa, stark trop- 
fend; lésliches Pigment karmin- 
rot. 


Wachstum krustig, riickwarts 
dunkelrotgelb; Luftmycel sam- 
metig, schneeweiB; lésliches 
Pigment orange. 


Starkes hellbraunes Wachstum; 
Luftmycel sammetig, schnee- 
weiB; lésliches Pigment dunkel 
rotbraun; Verfliissigung am 
7. Tag. 


Wachstum lichenoid, orange, 
rickwarts dunkelrotgelb ; Luft- 
mycel sammetig, schneeweif; 
lésliches Pigment fehlt; amylo- 
lytische Zone r = 1 cm. 


Wachstum effus bis krustig, 
dunkelbraun, riickwirts eben- 
so; Luftmyce] sammetig kreide- 
weiB ; losliches Pigment dunkel- 
braun. 
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Stamm 346 Maria 515 

Kartoffel Wachstum sehr gut, krustig, | Wachstum sehr gut, krustig, 
rotlich; Luftmycel sammetig, | blaSkarmin ;Luftmycelschwach 
schneeweiB; Pigment fehlt. mehlig, wei und grau; Pig- 

ment fehlt. 

Karotte Wachstum gut, hellbraun, trok- | Wachstum gut, blaBgelb, wach- 
ken; Luftmycel und lésliches | sig; Luftmycel und_ lésliches 
Pigment fehlen. Pigment fehlen. 

Cellulose Sehr viele pulverige bis pustu- | Viele punktfdrmige, staubige 
late Kolonien, weiB bis schwach weife Kolonien; Subkulturnor- 
rosa; Subkultur normal. mal. 

Milchagar Wachstum lichenoid, blaurot, Wachstum lichenoid, rotbraun, 
riickwarts dunkelbraun; Luft- | riickwarts gelbbraun; Lauft- 
mycel sammetig bis wollig, | mycel sammetig, kreideweiB; 
schneeweif; losliches Pigment | lésliches Pigment hellbraun; 
dunkelbraun; keine proteoly- | keine  proteolytische Zone; 
tische Zone; Lackmus blau. Lackmus blau. 


Die iibrigen bisher untersuchten Stémme zeigen ebenso wenig Ab- 
weichungen. Wir hatten geglaubt, daB sich diese relativ leicht erkennbare 
und von allen anderen roten Formen gut abgegrenzte Gruppe leicht 
identifizieren lassen wiirde. Von den beschriebenen Arten kommen fiir 
eine Vergleichung in Frage Str. rubrireticuli, ruber und rubescens, alle tb- 
rigen fallen von vornherein aus. Die Arten ruber und rubrireticuli er- 
zeugen jedoch auf synthetischem Agar ein dunkelbraunes bis schwarzes 
Pigment und peptonisieren beide Milch; rubrireticuli weicht ferner stark 
durch sein Wachstum auf Glucosebriihe ab, ruber durch sein Wachstum 
auf Kartoffel und iiberall bilden beide braunes Pigment. Str. rubescens 
andrerseits peptonisiert zwar nicht, verfliissigt aber auch nicht Gelatine 
und erzeugt iiberhaupt kein losliches Pigment. 


Wir fassen daher unter obiger Beschreibung unsere Stamme zu der 
neuen Gruppe Sir. purpurascens n.sp. zusammen. Uber die Bildung des 
Rhodomycins, seine Wirksamkeit und seine Higenschaften sowie tiber 
mikrobiologische Einzelheiten ist in der oben zitierten Mitteilung, der 
weitere folgen werden, berichtet worden. Es sei hier nur bemerkt, daft die 
Art, lingere Zeit auf Glykokollnahrboden kultiviert, nach und nach vollig 
farblos werden kann. Es gelingt dann, durch voriibergehende Kultur auf 
Cellulose und anderen nahrstoffarmen Medien, die Farbstoffbildung in 
vollem Umfange wieder hervorzurufen. 


Die mikroskopische Untersuchung ergibt die einwandfreie Zugehdrig- 
keit zur Gattung Streptomyces. Spiralen lassen sich meist am 6. Tag gut 
erkennen, kénnen aber auch fehlen. 
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Streptomyces felleus n. sp. 


Eine ebenfalls gut abgrenzbare Gruppe scheinen die Pikromycin- 
bildner (BROCKMANN u. W. HENKEL, 1950) zu sein. Hierher geh6ren un- 
sere Stimme W 26, St 326 und Giitt 467. Ob auch Stimme, welche kein 
Pikromycin bilden, in diese Gruppe zu stellen sind, konnte noch nicht 
entschieden werden, doch scheint es sich um eine spezifische Eigenschaft 


zu handeln. 


Stamm 326 


Giitt 467 


Synthetischer 
Agar 


Synthetische 
Lésung 


Glucose- 
Briihe 


Glucose- 
Agar 


Glucose- 
Asparagin- 
Agar 


Gelatine- 
stich 


Wachstum gut, effus, glatt, 
rickwarts gelbbraun; Luft- 
mycel sammetig, grauweib; 
losliches Pigment braungelb, 
spiter hellbraun. 


Wachstum sehr gut, Sediment 
und schwache Flocken, starker 
Ring, farblos bis weiBgelb; 
kein Luftmycel, kein Pigment. 


Gutes Sediment, schwache flot- 
tierende Flocken, spiter schwa- 
cher Ring, farblos; Luftmycel 
und lésliches Pigment fehlen. 


Wachstum gut, effus bis krustig, 
braunlichgelb, riickwarts eben- 
so; Luftmycel mehlig, grauweiB, 
losliches Pigment spiter hell- 
braun. 


Wachstum diinn, farblos, riick- 
warts weiBlichgelb und braun- 
lichgelb; Luftmycel mehlig, 
grauweiB; ldsliches Pigment 
schwach braungelb. 


Wachstum stark krustig, farb- 
los bis gelblich, riickwirts hell- 
gelb, spiter sattgelb; Luft- 
mycel mehlig, grauweiB; 1lés- 
liches Pigment braungelb. 


Wachstum schwach, farblos; 
Luftmycel fehlt; lésliches Pig- 
ment fehlt. Keine Verfliissigung. 


glatt, 


| warts 


Wachstum sehr stark, krustig, 
rickwarts braungelb; 
Luftmycel sammetig, kreide- 
wei, spater grauweiB; lésliches 


_ Pigment schwach gelblich. 


Starkes flockiges Sediment, 
starker Ring, farblos; Luft- 
mycel fehlt; lésliches Pigment 
schwach hellgelb. 


MaBiges staubiges Sediment, 
ganz schwacher Ring; Luft- 
mycel und lésliches Pigment 
fehlen. 


Wachstum krustig, glatt, riick- 
hellbraun; Luftmycel 
sammetig, weiBgrau bis asch- 
grau; losliches Pigment hell- 


braun. 


Wachst. schwach, diinn, farb- 
los, riickwarts braunlichgelb; 
Luftmycel mehlig, weiB; lés- 
liches Pigment fehlt. 


Wachstum effus bis krustig, 
farblos, riickwirts braungelb; 
Luftmycelsammetig, grauweiB ; 
loésl. Pigment schwach braun- 
gelb. 


Flocken als Sediment; Luft- 
mycel und lésliches Pigment 
fehlen; Verfliissigung stark. 


Chemisch interessante Aktinomycetenstémme und ihre Klassifizierung. 375 


_ "3 a Speen neeeeaeeeeee 
Stamm 326 - Giitt 467 


__ Suns remem 
Starkeplatte | Wachstum mafig, lichenoid, | Wachstum gut, lichenoid, gelb- 
farblos; LuftmycelweiB,mehlig; | lich, riickwarts rosa bis gelb; 
lésliches Pigment fehlt; amylo- | Luftmycel sammetig, weiB ; los- 
lytische Zone r = 2 cm. | liches Pigment fehlt; amylo- 
lytische Zone r = 3 cm. ; 


Nahragar Wachstum effus, farblos, riick- Wachstum effus, farblos; Luft- 
warts braungelb; Luftmycel | mycel fehlt; lésliches Pigment 
fehlt; lésliches Pigment spater | fehlt, auch spater. 

braungelb. 


Kartoifel Wachstum stark,runzlig,braun- | Wachstum runzlig, gelblich- 
gelb; Luftmycel staubig; Pig- grau; Luftmycel und Pigment 
ment als schwacher rotlicher | fehlen. 


Ring. 

Karotte Ebenso, schwacher; kein Pig- Ebenso, schwacher. 
ment. 

Cellulose Kein Wachstum. | Schwachesfarbloses Wachstum. 

Milchagar Wachstum gut,riickwarts braun- Wachstum sehr gut, farblos, 
gelb bis orange; Luftmycelsam- | riickwarts gelbbraun; Luft- 
met, grauweiB; ldésliches Pig- mycel mehlig, grauweiB; 16s- 
ment fehlt; klar r = 1 cm; liches Pigment fehlt; klar r = 
Lackmus blau. 1 cm; Lackmus blau. 


Die Erdproben wurden trocknen, sonnigen, unbebauten Hiigeln entnommen, 
326 Muschelkalk im Werratal, Giitt 467 Mergelboden in der Gegend des Bodensees. 


Beide St&mme zeichnen sich durch einen sehr charakteristischen Ge- 
ruch und durch gallenbitteren (fellews = gallebitter) Geschmack aus. Der 
auf Mist vorkommende Str. fimicarius stimmt in manchen Merkmalen 
mit felleus iiberein; so wird auch ein rotes Pigment auf Kartoffel an- 
gegeben und ein ,,marked odor“. Er wird von den Autoren als ein Uber- 
gangstyp von der albus-Gruppe zur chromogenes-Gruppe angesehen und 
mit diastaticus in eine kleine Gruppe zusammengestellt, deren Merkmal 
es ist, auf synthetischem Agar ein braunes lésliches Pigment zu bilden. 
Allerdings ist von diesem im Schliissel als Einteilungsprinzip verwende- 
ten Pigment in der ausfiihrlichen Beschreibung keine Rede mehr, sondern 
es erscheint dort nur noch ein ,,faint yellowish soluble pigment“, wie es 
auch fir Giitt 467 charakteristisch ist. Eine Vergleichung mit der Dia- 
gnose von fimicarius befriedigt im tibrigen wenig. Dasselbe gilt fiir ahn- 
liche Arten, wie griseoflavus, albidoflavus und poolensis, die alle in wesent- 
lichen Punkten abweichen. Die Fahigkeit, auf Ca-malatagar gelbes lés- 
liches Pigment zu bilden, kommt zweifellos mehr Arten zu, als man nach 
dem Schliissel von BerGry annehmen sollte. Die dort genannten Arten, 
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Str. cellulosae, malenconi und parvus sind etwas unvollkommen beschrie- 
ben, doch diirfte es sich um ganz andere Formen handeln. 


Streptomyces resistomycificus n. sp. 


Die Stiimme, aus welchen das Resistomy cin (BROCKMANN u. SCHMIDT- 
KastTNER, 1951) isoliert werden konnte, fassen wir zu dieser Art zu- 
sammen. Es handelt sich um eine schwer abzugrenzende Gruppe, die 
auf den meisten Nahrbéden braunrote oder rotbraune Pigmente bildet, 
auf Milch und Kartoffel nahezu schwarze, und die daher dem chromo- 
genen Typ zuzurechnen ist. Da nun alle jene beschriebenen Arten nicht 
in Frage kommen, die auch auf synthetischen Nahrbéden ein dunkel- 
braunes bis schwarzes Pigment bilden, bleiben zur Vergleichung nur die 
Arten olivochromogenes, diastatochromogenes, flavochromogenes und anfi- 
bioticus. Von diesen diirfte lediglich antibioticus eine gréBere Ahnlichkeit 
aufweisen. Leider entsprach der uns tibersandte Stamm von antibioticus 
gar nicht der Beschreibung im Brraczry, so daB der Vergleichung mit 
diesem Stamme, die vollig negativ ausfiel, nicht viel Gewicht beizulegen _ 
ist. Aber auch die Beschreibung im Manual weicht in wichtigen Punkten 
sehr stark von unseren resistomycificus-Stammen ab. 

Unser Stamm Piirk 262, aus welchem zuerst das Resistomycin isoliert 
wurde, stammt vom sonnigen Hang des Schulhausberges im Dorfe Piirk- 


Stamm Piirk 262 Ist 312 
Synthetischer| Wachstum gut, krustig, dun- | Wachstum sehr gut, krustig, 
Agar kelbraun; Luftmycel sammetig, | zimtbraun bis gelbbraun; Luft- 
kreideweiB, spiter aschgrau; | mycel schwicher, weibgrau; 
lésliches Pigment rotbraun. lésliches Pigment rotbraun, 
spaiter dunkelbraun. 
Synthetische | Keine Bodenkolonien, schwim- | Kraftige braune Bodenkolonien, 
Losung mende Kolonien dunkelrot- | spiter auch Decke; Luftmycel 
braun; Luftmycel staubig,grau- | weiBgrau, spiter rétlich-grau- 
weiB; lésliches Pigment braun- braun; lésliches Pigment gelb- 
rot. braun, spater dunkelrotbraun. — 
Glucose- Grofe schwimmende Kolonien, | Kolonien punktformig, haupt- 
Briihe hellgelb ; Luftmycel wollig, weiB | sichlich Grundwachstum, gelb, 
bis rosa; losliches Pigment hell- spater hellbraun; Luftmycel 
gelb. fehlt; lésliches Pigment spat, 
hellgelb. 
Glucose- Wachstum zuletzt krustig, riick- Wachstum zuletzt kissenformig, 
Agar warts dunkelbraun; Luftmycel | riickwarts dunkelbraun; Luft- 
sammetig, kreideweif; lésliches | mycel sammetig, schneeweiB, 
Pigment dunkelbraun (nur an | ldésliches Pigment gelbbraun 
Stellen mit Luftmycel). (nur an Stellen mit Luftmycel). 
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Stamm Pirk 262 


Ist 312 


en ee EE art vill 


‘Glucose- 
Asparagin- 
Agar 


Ca- 
malat- 
Agar 


‘Gelatine- 


stich 


Starkeplatte 


Nahragar 


Kartoffel 


Karotte 


‘Cellulose 


Milchagar 


Wachstum pustelig bis krustig, 
riickwarts gelbbraun; Luft- 
mycel sammetig, aschgrau; lés- 
liches Pigment gelbbraun. 


Sehr starkes krustiges Wachs- 
tum, riickwarts dunkelbraun; 
Luftmycel sammetig, zuletzt 
aschgrau; lésliches Pigment 
aschgrau. 


Wachstum gut, Decke, dunkel- 
braun; Luftmycel staubig, weiB- 
grau; losliches Pigment kasta- 
nienbraun; Verfliissigung. 


Sehr gutes lichenoides Wachs- 
tum, riickwarts rotlichbraun; 
Luftmycel sammetig, grauweiB, 
spater rotgrau; ldsliches. Pig- 
ment fehlt oder sehr schwach 
rotbraun; amylolytische Zone 
nach 12 Tagenr = 3 cm. 


Gutes krustiges Wachstum; 
Luftmycel mehlig, bleigrau; 
lésliches, Pigment dunkelbraun. 


Wachstum gut, braunlich- 
schwarz, Luftmycel staubig, 
schwach; rotlichweiB; lésliches 
Pigment braunschwarz. 


Wachstum schwach, dunkel- 
braun; Luftmycel sammetig, 
blaBgelb; ldsliches Pigment 
dunkelbraun. 


Kein Wachstum. 


Sehr gutes lichenoides Wachs- 
tum, riickwarts rotbraun bis 
dunkelbraun; Luftmycel sam- 
metig, kreideweiB, spiter gelb- 
weiBrosa;Pigment dunkelbraun; 
nach 14 Tagen keine Klarung; 
Lackmus blau. 


Wachstum schlieBlich pustelig- 
krustig, riickwarts gelbbraun; 
Luftmycel zuletzt sammetig, 
weibgrau; lésliches Pigment 
hellbraun. 


Wachstum zuletzt krustig, riick- 
warts dunkelbraun; Luftmycel 
zuletzt sammetig, aschgrau und 
rotgrau; losliches Pigment zu- 
letzt dunkelbraun, vorher gelb- 
braun. 


Schwache dunkelbraune Flok- 
ken am Grunde der Fliissig- 
keit; Luftmycel fehlt; Pigment 
hellbraun, spiter dunkelbraun. 


Gutes lichenoides Wachstum, 
blaBgelb; Luftmycel sammetig, 
aschgrau; ldsliches Pigment 
fehlt; amylolytische Zone r = 
2 cm. 


Kiffuses Wachstum  dunkel- 
braun; Luftmycel fehlt; losliches 
Pigment gelbbraun,  spater 
dunkelbraun. 


Wachstum  krustig, braun- 
schwarz; Luftmycel staubig bis 
sammetig, kreideweiB ; losliches 
Pigment braunschwarz. 


Wachstum sehr schwach, dun- 
kelbraun; Luftmycel fehlt; 1és- 
liches Pigment fehlt. 


Kein Wachstum. 


Wachstum gut, krustig, braun- 
lichgrau; Luftmycel mehlig, 
wei, spater gelbweiB; lésliches 
Pigment gelbbraun, spater dun- 
kel, fast schwarz; keine Kla- 
rung; koaguliert r = 1,5 cm; 
Lackmus blau. 
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wang aus 10 cm Tiefe. Die Probe, welche uns Jst 312 lieferte, wurde unter © 
Gebiisch auf Kalkboden vom Isteiner Klotz entnommen, ebenfalls aus — 
10 cm Tiefe. Beide Stiimme verhalten sich auf dem Standardnahrboden 
sehr ahnlich in Wachstum und Farbe, nur zeigt Jst 312 auf diesem Me- 
dium wenig Neigung zur Luftmycelbildung. Wenn auch, wie aus den | 
vorstehenden Diagnosen hervorgeht, zwischen beiden Stammen Unter- 
schiede bestehen, so sind sie doch nicht gro®B genug, um die Stamme 
spezifisch zu trennen. Die Abweichungen beruhen hauptsichlich auf einer — 
langsameren Entwicklung von Ist 312 auf fast allen Nahrbéden und einer 
leichten Unterdriickung der Luftmycelbildung und damit in Zusammen- 
hang stehend auch des léslichen Pigmentes bei demselben Stamm. 

Inzwischen sind noch 2 weitere Resistomycinbildner von uns auf- 
gefunden worden, doch ist deren systematische Bearbeitung noch nicht 
abgeschlossen. 


3 Streptomyces xanthophaeus n. sp. 


Bisher noch recht isoliert im System steht unser Stamm Wiist 70. Er 
wurde mit nur noch einem einzigen anderen Actinomyceten aus einer 
Erdprobe isoliert, welche im Juni 1949 beim Dorfe Wiistensachsen in der 
Hohen Rhén in der Nahe der: Wasserkuppe entnommen wurde. Es 
handelt sich um eine alte stillgelegte Kalkgrube an einem sonnigen, baum- 
losen, doch feuchten Hang. Muschelkalk, 1,5 m unter der bewachsenen 
Oberflache. Uber das Antibioticum und iiber mikrobiologische Einzel- 
heiten wird an anderer Stelle berichtet werden. Der Stamm hat sehr 
charakteristische Eigenschaften, bildet ein gelbbraunes lésliches Pig- 
ment und gehoért keinesfalls in die griseus-Gruppe nach der Brranyschen 
Definition, obwohl er stark aktiv ist gegen gramnegative Bakterien. Auf 
Ca-malatagar und auf synthetischer Lésung wird das Pigment intensiv 
rotgelb. Auf allen tibrigen Nahrbéden herrscht eine braungelbe Farbung 
vor. Wir bezeichnen diesen Stamm daher als Str. xanthophaeus (von 
xanthos = gelb und phaeus = braun). Von den beschriebenen Arten 
kann man allenfalls Str. flaveolus und erythreus zum Vergleich heran- 
ziehen, doch fallen die Unterschiede so stark ins Auge, daB auf eine 
Gegeniiberstellung im einzelnen verzichtet werden kann. Str. zanthophaeus 
hat folgende Diagnose: 

SynthetischerA gar: Wachstum gut bis sehr gut, krustig, glatt, riickwarts hell- 
gelb, braungelb, schlieBlich hellbraun; Luftmycel wollig, weiB, spater weiBgrau und 
rétlichgrau; lésliches Pigment hellbraun, spiter gelbbraun. — Synthetische 
Lésung: Sehr starkes Wachstum, Decke und Ring, spiter auch schwaches Sedi- 
ment, farblos, riickwarts weiBgelb bis hellgelb; Luftmycel wollig, wei8, spater grau- 
weil ; losliches Pigment goldgelb, spiter dunkelrotgelb. — Glucosebriihe: Wachs- 
tum gut, anfangs nur Decke, farblos, spiter starkes, flockiges Sediment; Luftmycel 
wollig, grauweif, spater schwindend; lésliches Pigment hellgelb, spater braungelb. 
— Glucoseagar: Wachstum gut, effus, farblos, riickwiarts hellgelb; Luftmycel 
staubig, selten sammetig; lésliches Pigment sattgelb, bei starker Luftmycelbildung 
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hellbraun. — Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum gut, effus, farblos, riickwarts 
hellgelb; Luftmycel staubig, weiB; losliches Pigment leicht hellgelb. — Ca-malat- 
agar: Wachstum sehr gut, krustig, riickwarts dunkelrotgelb; Luftmycel sammet- 
wollig, wei®grau, iiber weiBgelb in rotgrau; lésliches Pigment dunkelrotgelb. — 
Gelatinestich: Wachstum gut, lederartig, braun; Luftmycel sammetig, aschgrau; 
lésliches Pigment stark, gelbbraun; Verfliissigung und Wachstum riibenformig. — 
Starkeplatte: Wachstum gut, lichenoid, erhaben; Luftmycel sammetig, violett- 
grau; amylolytische Zone r == 2 cm. — Nahragar: Wachstum gut, effus, glatt, 
rickwarts hellbraun; Luftmycel mehlig, grauweiB; lésliches Pigment sattgelb, 
spater gelbbraun. — Kartoffel: Wachstum gut, lichenoid, erhaben; Luftmycel 
staubig, im Zentrum sammetig, grau; kein losliches Pigment. — Karotte: Wachs- 
tum viel schwacher; Luftmycel weifSgrau. — Cellulosemedium: Kein Wachstum. 
— Milchagar: Wachstum sehr gut, lichenoid; Luftmycel sammetig, grau bis 
violett, breite nackte Randzone grau; lésliches Pigment sehr stark dunkelbraun; 
proteolytische Zone r = 1 cm; Lackmus stark blau. 


Streptomyces erythreus Waxsm. bildet kein braunes lésliches Pigment 
aus, und der diesem ahnliche, aber braunes Pigment bildende erythro- 
chromogenes ist nicht proteolytisch und macht auf Ca-malat kein gelbes 
Pigment; das Verhalten auf synthetischem Agar ist nicht beschrieben. 


Streptomyces limosus n. sp. 


Der Stamm Bé Br 136 wurde aus einer Uferschlammprobe eines Teiches 
bei Bohmisch Bruck isoliert und zeigt auf dem Standardnahrboden ziem- 
lich konstant folgende Merkmale: Wachstum krustig, gelblich, spater 
grau, dann pechschwarz bis kohlschwarz, riickwarts griinlich gelb; Luft- 
mycel pulverig, schneeweiB bis grauwei8, auch ganz fehlend; lésliches 
Pigment schén griingelb oder zitronengelb. Verhalten auf den dia- 
gnostischen Nahrboden: 


1. Synthetischer Agar: Wachstum sehr gut, effus, farblos, riickwarts farblos, 
spater Mycel krustig, blaBgelb, riickwarts sattgelb; Luftmycel fehlt; losliches Pig- 
ment zitronengelb, spater goldgelb. — 2. Synthetische Lésung: Wachstum 
punktformig, weiB als Grundwachstum, spater auch hellgelbe Decke; Luftmycel 
pulverig, weiB; lésliches Pigment zitronengelb. — 3. Glucose-Briihe: Wachstum 
als staubiges Sediment, weiB, spater starker hellgelb; Luftmycel fehlt; losliches 
Pigment spater zitronengelb. — 4. Glucose-Agar: Gutes krustiges Wachstum, 
riickwarts gelbbraun; Luftmycel sammetig, weiBgrau, spater aschgrau; losliches 
Pigment gelbbraun. — 5. Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum gut, krustig, 
hellgelb, spiter pechschwarz, riickwarts zitronengelb; Luftmycel weiB, spater asch- 
grau; losliches Pigment zitronengelb. — 6. Ca-malatagar: Wachstum gut, krustig, 
riickwarts dunkelgelb; Luftmycel mehlig bis sammetig, weiB, spater aschgrau; l6s- 
liches Pigment goldgelb. — 7. Gelatinestich: Wachstum sehr stark, gelbbraun; 
Luftmycel fehlt; losliches Pigment dunkelbraun; vollstandige Verfliissigung. — 
8. Starkeplatte: Kleine gelbliche Kolonien, riickwarts braunlichgelb ; Luftmycel 
sammetig, grauweiB; losliches Pigment hellgelb; amylolytische Zone r = 2 em. — 
9. Nahragar: Wachstum effus, farblos, riickwarts hellbraun; Luftmycel fehlt; 
losliches Pigment gelbbraun. — 10. Kartoffel: Wachstum miafig, braungelb oder 
hellbraun; Luftmycel pulverig bis mehlig, grauwei®; lésliches Pigment zitronen- 
gelb bis schwefelgelb. — 11. Karotte: Wachstum weich, griinlichgelb ; Luft- 
mycel pulverig, weil; lésliches Pigment fehlt. — 12. Cellulosemedium: Kein 
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Wachstum. — 13. Milchagar: Wachstum stark, lichenoid, hellgelb, riickwarts 
gelbbraun; Luftmycel sammetig, grauwei8 bis weiBgrau; losliches Pigment hell- 
braun; proteolytische Zone r = 3 cm, Lackmus blauer Ring, dann rot. 

Der Stamm hat gewisse Eigentiimlichkeiten gemeinsam mit Str. flavo- 
virens WaxsM. Die Ahnlichkeiten bestehen in dem auf den meisten Nahr- 
béden gebildeten griingelben Pigment, dem schwefelgelben auf Kar- 
toffel, dem auffilligen Schwarzwerden auf einigen Nahrbéden; bedeu- 
tende Unterschiede zeigt das Verhalten auf synthetischem Agar, auf 
Glucoseagar, auf Glucosebriihe und besonders im Gelatinestich. 


Mit dem Stamm BéBr 136 offensichtlich identisch erwies sich die Iso- 
lierung Per. 176. Dieser Stamm wurde in einer Schlammprobe des Peras- 
dorfer Stauweihers gefunden. Da flavovirens aus Erdboden isoliert wurde, 
ist es wahrscheinlich, daB Str. limosus n. sp. eine dem Str. flavovirens 
Waxsm. nahestehende Art darstellt, welche Teichschlamm bewohnt 
(limosus = schlammbewohnend). Morphologisch zeigen die Stémme ge- 
wisse auffallende Merkmale. Unter bestimmten Bedingungen, namentlich 
auf synthetischer Lésung, bilden sie ein auBerordentlich dauerhaftes, 
dicht verfilztes Substratmycel, das lederartig zih zusammenhangt und 
aus langen, dauerhaften, reich verzweigten Hyphen gebildet wird. Auf 
_ synthetischem Agar zeigen junge Kolonien ebenfalls lange, geschlingelte 
Hyphen, die anfanglich wenig verzweigt sind. In alteren Priaparaten je- 
doch tritt auf diesem Medium fast immer ein vollstandiger Zerfall in kok- 
koide Bruchstiicke ein, die, noch in Ketten angeordnet, in gefirbten 
Praparaten keine Zusammenhinge mehr erkennen lassen. Nach solechen 
Praparaten wiire man versucht, eine Verwandtschaft mit Nocardia an- 
zunehmen. Doch spricht das konsistente Mycel in alten Fliissigkeits- 
kulturen wie auch die manchmal itippige Luftmycelbildung fiir Strepto- 
myces. Kin solch intermediares Verhalten ist hiufig beschrieben worden, 
wenn auch nicht gerade fiir St. flavovirens Waksm., fiir den vielmehr die 


Hyphen als ,,coarse, short, relatively unbranched, beaded‘ angegeben 
werden. 


Niheres tiber die mikrobiologischen Eigentiimlichkeiten und iiber die 


chemische Konstitution des isolierten Farbstoffes wird an anderer Stelle 


verOffentlicht werden. Der isolierte Farbstoff ist nicht antibiotisch wirk- 
sam. 


Streptomyces collinus n. sp. 


Der Stamm Jst 301, der wegen seines antibiotisch wirksamen Farb- 
stoffes niiher studiert wurde, lieB sich ebenfalls nicht mit einem bisher 
beschriebenen Streptomyces identifizieren. Die Bodenprobe, aus welcher 
er isoliert wurde, stammt vom sonnigen Hang iiber dem Steinbruch am 


Barengraben beim Dorfe Istein in Baden, 20 em tief, Kalk (collinus = 
hiigelbewohnend). 
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Mikroskopisch ist der Stamm dadurch charakterisiert, daB die Luft- 
hyphen lang, gewunden sind und reichlich segmentieren, die ovalen 
Konidien aber auf Glykokollagar auch spater nicht frei werden. Die seg- 
mentierten Hyphenteile sind nach etwa 9 Tagen zu engen, 1—3 mal ge- 
wundenen Spiralen aufgerollt. Makroskopisch ist das Verhalten ver- 
schieden je nach Alter und Art des Nahrbodens. Meist ist das Wachstum 
krustig und erhaben, auf Fliissigkeiten gern als Decke. Diese Art zeigt 
folgendes Verhalten: 


1.Synthetischer Agar: Wachstum gut, krustig, riickwarts gelbbraun, spater 
rotbraun; Luftmycel sammetig, kreidewei8; lésliches Pigment gelbbraun, spater 
braunrot. — 2.Synthetische Lésung: Sehr starkes Grund-, Sediment-, Ring- 
und Deckenwachstum; Decke riickwarts rotbraun, Luftmycel weiSgrau und blei- 
grau; ldsliches Pigment braunrot. — 3. Glucosebriihe: Sedimentwachstum 
schwach, blaBgelb; Luftmycel fehlt; losliches Pigment spat und schwach, braun- 
gelb. — 4. Glucoseagar: Wachstum gut, krustig, riickwarts gelbbraun und rot; 
Luftmycel sammetig und kreidewei8 ; losliches Pigment kastanienbraun. — 5. Glu- 
cose-Asparagin-Agar: Wachstum gut, krustig, riickwarts ungleichmaBig pur- 
purrot und braungelb; Luftmycel sammetig, kreideweiB, spiter aschgrau; lésliches 
Pigment karminrot, spater braunrot.— 6.Ca-malatagar: Wachstum gut, krustig, 
ruckwarts gelbbraun und rot; Luftmycel sammetig, kreideweif; losliches Pigment 
gelbbraun. — 7. Gelatinestich: Wachstum sehr stark, dunkelbraun; Luftmycel 
fehlt; losliches Pigment dunkelbraun; vollstandige Verfliissigung in 7 Tagen. — 


Stamm Jst 301 erythrochromogenes 

Glucose- Sehr schwaches Sedimentwachs- Reichliches Wachstum, flot- 
Briihe tum; liésliches Pigment schwach | tierende Kolonien, spater Dek- 

braungelb. ke; braunes lésliches Pigment. 

Glucose- Lésliches Pigment kastanien- , Rotes Pigment wird gebildet. 
Agar braun. 

Ca- GuteskrustigesWachstum;Luft- | Kolonien kreisformig mit grau- 
malat- mycel sammetig, kreidewei8, | wei8 berandetem Luftmycel. 
Agar losliches Pigment gelbbraun. 

Gelatine- Verfliissigung; ldsliches Pig- | Verfliissigung; losliches Pig- 
stich ment dunkelbraun. ment braun. 

Starkeagar Kein lésliches Pigment beob- | Lésliches rosenrotes Pigment 

achtet. auf alten Kulturen. 

Kartoffel Luftmycel kreideweiB; keine | Luftmycel grau; Substrat 

Verfarbung des Substrates. schwach gefarbt. 

Cellulose Starkes Wachstum von jungen | Kein Wachstum. 

Kolonien. 

Milch Keine Proteolyse; dunkelbrau- | Keine Proteolyse; Pigment- 

nes Pigment. bildung unbekannt. 
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8. Starkeplatte: Kolonien groB, rétlich, riickwarts rétlichgelb; Luftmycel | 
sammetig, kreideweiB; amylolytische Zone r = 1 cm. — 9. Nahragar: Wachstum 
gut, krustig, dunkelbraun, riickwarts dunkelbraun; Luftmycel pulverig, selten 
sammetig, grauweiB; lésliches Pigment dunkelbraun. — 10. Kartoffel: Wachstum 
gut; Luftmycel stark sammetig, kreidewei8; lésliches Pigment fehlt. — 11. Ka- 
rotte: Wachstum sehr schwach, gelblich; Luftmycel und Pigment fehlen. — 12. Cel- 
lulosemedium: Viele farblose, junge, schimmelartige Kolonien. Subkultur aul 
Glykokollagar: Wachstum gut, krustig, hellbraun, riickwarts braunrot; Luftmycef 
meblig, kreidewei8; lésliches Pigment gelbbraun. — 13. Milchagar: Starkes er- 
habenes Wachstum, riickwarts dunkelbraun; Luftmycel sammetig, kreideweiB, 
spater aschgrau; lésliches Pigment dunkelbraun; keine Proteolyse; Lackmus rot. 
Von den in Brercrys Manual beschriebenen Arten zeigt Str. erythro- 
chromogenes (KRAINSKY) Waksm. gewisse Ahnlichkeiten mit Jst 301, 
weicht aber andererseits nicht unerheblich ab, wie vorstehende Gegen- 
iiberstellung zeigen mége (siehe Tab. auf Seite 381). 
Obwohl die Beschreibung von Str. erythrochromogenes im Manual etwas 
diirftig ist, vor allem die Angaben iiber synthetischen Agar, synthetische 
Lésung, Lackmusmilch fehlen, treten die Unterschiede scharf genug her- 
aus, um eine Abtrennung des Stammes von erythrochromogenes zu recht- — 


fertigen. 
Zusammenfassung. 


Es wird der Versuch unternommen, frisch aus Erdboden isolierte und 
einige Jahre in Kultur gehaltene Stimme der Gattung Streptomyces 
Waksm. u. Henrici nach der Klassifikation von WAKSMAN u. HENRICT in 
Brraeys Manual zu identifizieren. Es handelt sich dabei ausschlieBlich 
um solche Stiéimme, aus denen BROCKMANN u. Mitarbeiter Farbstoffe und 
Antibiotica isolieren konnten. Dabei erwies es sich als tunlich, auf Grund 
der chemischen Erkenntnisse und der physiologischen Reaktionsweisen 
als neue Arten aufzustellen: Streptomyces chrysomallus n. sp., Str. pur- 
purascens n.sp., Str.felleus n.sp, Str.resistomycificus n.sp., Str.xantho- 
phaeus n.sp., Str. imosus n.sp. und Str. collinus n.sp. Zur Systematik der 
Actinomyceten werden allgemeine Bemerkungen und Vorschlige zu de- 
skriptiven Terminologie gemacht. 

Besonderen Dank schulden wir Frl. IN@rtp OLFERMANN und Frl. Hetaa ScHAPER 


fiir ihre wertvolle Mitarbeit. — Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft sei fiir ihre groBziigige Unterstiitzung an dieser Stelle ganz besonders gedankt. 
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Growth and Photosynthetic Characteristics 
of Euglena gracilis*. 


By 
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It would appear desirable in photosynthesis studies to work with an 
organism which exhibits typical green plant photosynthesis, and also 
possesses the ability to utilize a variety of organic compounds for 
growth in the dark. The green flagellate, Euglena gracilis, var. bacillaris 
was commended to us by Dr. 8S. H. HuTNer as such an organism. 


Euglena gracilis has not been used previously in photosynthesis studies, but 
extensive data on the nutrition of the organism are available (cf. reviews by 
Lworr, 1932, 1943; TracER, 1941; Hauy, 1941, 1943; Dorin, 1943; JAHN, 1946; 
PRINGSHEIM, 1948; Rerynarpt, 1950; Hurner and PRroyasort, 1951). However, 
conflicting reports exist on suitable nitrogen sources (PRINGSHEIM, 1914; Dust, 
1933), on utilizable carbon sources (MAtnx, 1928; Dust, 1933; Jann, 1935; Prinas- 
HEIM, 1937), and on the nature of growth factor requirements for EZ. gracilis 
(PRInGsHEIM, 1914; Hurner, 1936; Etxiorr, 1937; Lworr and Dvust, 1938; Hatt 
and SCHOENBORN, 1939; ScHOENBORN, 1942). The data from which the discrepan- 
cies concerning Huglena nutrition arise were obtained by techniques which do not 
permit quantitative estimation of growth characteristics, as summarized by 
Monon (1942, 1949) and Mygrs (1951). A major obstacle to earlier work was the 
lack of a complete medium, only recently defined when Hurner et al. (1949) 
showed that a combination of vitamin B,, and thiamin satisfied the growth factor 
requirements of the organism. 


In order to obtain background information for studies on the Ppossi- 
bility of CO, replacement in the metabolism of Euglena to be presented 
in a succeeding paper, a survey of the salient growth and photosynthetic 
characteristics of the species was undertaken. The results of this work 
are reported here and include definition of the requirements for maximal 
growth of Huglena in the light and in darkness; determination of utili- 


zation of carbon sources; and characterization of photosynthesis in this 
flagellate. 


* During the course of the investigations herein reported the senior author was 


a recipient of a Rosalie B. Hite Pre-doctoral Fellowship at The University of Texas, 
Austin, Texas. 
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General Growth Characteristics. 


Two strains of EZ. gracilis were used in these studies, the bacillaris variety, 
obtained from Dr. S. H. Hurnmr, and the Viscuur strain, obtained from Professor 
E. G. Prinesuurm. The latter is judged to be identical with the Matnx strain 
by Professor PrrnesHerm (1948, 1951). The organisms were maintained as pure 
cultures on agar slants, the composition of which is listed in Table 1; they were 
regularly transferred about once every two months. 


Table 1. Culture Media for Euglena gracilis. 
ES ee eee 


Basal Medium Modified Beijerinck Solution 
Component gm./l. Salt gm./I. 

i a eB a a ew Did eet ee 
GNI) SELB Ow, eta ter 8 1.0 INUEL NOES ayhc hha inspite 1.0 
HCHEPO;) Shes aa 1.0 NRA O EKO 0 Lint © CRE, 0.25 
IG SOM «2 ha ars 0.2 WIGSO)) 2 Seta aS OE a 0.25 
Na,C,H;0,-11H,O . . 0.8 Hes(SOp) AKG HOOF s.. « 0.001 
SACI MUN: nie 0.02 added for stocks: 

mg./I. glicosel \ Aw it.b Se 5.0 
He, (SO,) 52.6 One, 2 3.0 peptonerWans \ry lerdeesres 2.0 
BnOL-£H.O . 565.3 1.8 CYR Rae ee scp ome Wg emery 16.0 
Co(NO,), ° 6 H,O 13 
ZnSO, - 7 H,O 0.4 
PANT OC)S fed. ests Lake pers te 0.2 
CuSO, - 5 H,O os 0.02 
Thiamin hydrochloride . 0.01 
B,. (Merck Cobione) . . 0.0005 
added for stocks: gm./l. 
AGATE ari Seb aes lo 16.0 

Growth was studied using a turbidimetric method described by My=rs (1950). 


Cells were grown in colorimeter tubes stoppered with a cotton plug through which 
a cotton-stoppered bubbling tube was passed for agitation and aeration purposes. 
Culture tubes contained 10 ml. medium sterilized by autoclaving and were uniformly 
inoculated with a suspension of cells prepared from 1 to 2 weeks old agar slants, 
or with suspensions obtained from the continuous culture apparatus (see below). 
The tubes were placed in water baths at a constant temperature of 25° C., illumi- 
nated or darkened, and aerated with a 5% CO,-in-air mixture at a rate of about 
200 ml./minute. The incident intensity on the cultures in the light bath was about 
800 f.-c., illumination being provided by four 20-watt fluorescent lamps on each 
side of the bath. The colorimeter tubes were removed from the baths at intervals 
and the optical density determined using an Evretyn colorimeter with a filter 
transmitting at 600 my, the bubbling tubes being raised about an inch during the 
reading. A linear relationship exists between optical density as determined by the 
Evenyn colorimeter and population of Z. gracilis up to a density of 1.0, which 
corresponds approximately to 3.5 cmm., or 14x 108 cells/ml. 

The medium employed for growth experiments in the light had the composition 
shown in column 1 of Table 1; it was worked out empirically by modifying media. 
used by Provasort et al. (1948) and Hutver et al. (1949) for H. gracilis, var. 
bacillaris. Growth in the dark was studied using the same medium supplemented 
with an organic carbon source. Experimental conditions are such that growth in 

26* 
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the light is limited by light intensity due to mutual shading of cells at densities 
higher than 1.0, and in the dark by exhaustion of the carbon source. 
Microscopic examination of cultures for contamination was routinely made 


at the end of the growth experiments; in most instances when contamination did — 


occur it was clearly visible in the culture tubes. Results from contaminated tubes 
were discarded. 

Representative growth curves obtained using the turbidimetric 
method described above are presented in Fig. 1, for the bacillaris and 


2.0 


LIGHT 
0.59 


L0G (Dx 100) 


40 80 40 80 720 HOURS 
TIME 
Fig. 1. Growth of £. gracilis, var. bacillaris and E. gracilis, VISCHER strain, in the light and in 
darkness, plotted as logy) (optical density x 100) against time. Growth in the light in basal medium, 
Pr 6.8, 5% CO,-in-air. Growth in darkness in basal medium + 0.2% butyrate + 0.1% glutamate, 
pu 6.8, 5% CO,-in-air. Numbers represent average values of k,,, the specific growth rate in terms 
of log units/day. 


VISCHER strains, in the light with CO, as the carbon source, and in 
darkness with butyrate and glutamate as carbon sources. The data are 


plotted as the logarithm of optical density against time. Growth is — 


exponential over a measurable of time and over the range of greatest 
precision of the colorimeter. The slope of the curves in terms of log, 
units per day gives the specific growth rate, k,,. Values for k,, given in 
Fig. 1 are average growth rates from a number of different experiments. 
Individual values of k,, from which the averages were computed varied 
in range as follows: for the bacillaris strain, growth in light, 0.40 to 0.48, 
growth in darkness, 0.39 to 0.46; for the ViscHER strain, growth in 
light, 0.53 to 0.60, growth in darkness, 0.25 to 0.29. 


The specific growth rate, k,,, serves as an index to overall rate of cell 
synthesis. A comparison of the growth rates of the two Euglena strains 
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in the light and in darkness is of considerable interest. For the bacillaris 
strain the growth rate in darkness at the expense of organic substrate 
oxidation is strictly equal to that in the light, where the production 
of organic matter must proceed by photosynthesis alone. For the 
VISCHER strain, however, the rate of growth in darkness is less than half 
that in the light. Among organisms go far investigated, the bacillaris 
Strain is unique in the equality of rates of synthesis of cell material in 
the light and in the dark (Mymrs, 1951). All other photosynthetic or- 
ganisms so far studied resemble the ViscHER strain in having a lower 
growth rate in the dark than in the light. 

Values of growth rates in the light for both strains of Zuglena are not 
altered significantly by changes in initial py of the media covering the 
range between py 3.0 and pg 8.0. Nor are they altered upon addition 
of any of a number of carbon sources, singly or in combination. Growth 
experiments with the bacillaris strain in the light yielded no significant 
change in growth rate upon addition of the following compounds to the 
basal medium of Table 1: indoleacetic acid (IAA), glutamate, alanine, 
aspartate, acetate, butyrate, succinate, fumarate, malate, pyruvate, 
or glucose. Similarly, the growth rate in darkness cannot be increased 
by the simultaneous addition of more than one carbon source to the 
medium. 

In particular, attention should be called to the absence of any effect 
of [AA upon the growth rate of #. gracilis in the light. ELLiotT (1938), 
in a still widely quoted paper, presents evidence purporting to show 
that growth of #. gracilis in the light is “markedly accelerated” by three 
plant hormones, among them IAA, at low concentrations. Critical 
examination of his paper reveals that experimental conditions necessary 
for the accurate estimation of growth rates were not met. Growth 
curves when plotted as log of numbers against time yield only two 
points which can be assumed to lie in the exponential growth phase. 
If growth rates are calculated for this period, no significant difference 
is found between those of the control culture and those of cultures 
containing “stimulatory” amounts of IAA. Exiiorr may have implied 
by his claim of an “‘accelerating”’ effect that the final amount of growth 
was greater in cultures containing IAA. If so, this claim, too, is not 
sufficiently supported by the experimental results because his data are 
not adequate for estimating total growth. From his publication it is 
not possible to determine the limiting factors operative in these ex- 
periments. 


Nitrogen Source. 
Results of TerNetz (1912), Matyx (1928), and Dust (1933) indicate that am- 
monium salts are better nitrogen sources for LZ. gracilis than nitrate salts; PRrNGs- 
net (1914) considers nitrate and ammonia as equally good nitrogen sources for 
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the organism. Growth experiments were performed to determine the behavior — 
of E. gracilis, var. bacillaris in this respect. Two media were used, one the basal 
medium of Table 1 containing NH,+, the other the same medium in which 
(NH,),HPO, was replaced by an equimolar amount of KNO,. Cultures at initial 
px 6.8 were aerated with 5% CO,-in-air and grown in the light, or in darkness 
with 0.5% butyrate as carbon source. 

Negligible growth occurred in cultures with nitrate as the nitrogen 
source in the light or in darkness, whereas the characteristic growth 
curves on Fig. 1 were obtained for cultures containing ammonia. These 
results have been corroborated by Dr. HuTNER (personal communi- 
cation). It is possible that the differences in results obtained by earlier 
workers were due to the use of different strains of H. gracilis. A more 
likely cause for the discrepancies lies in the methodology of the experi- 
ments; for example, the possibility of carry-over of organic nitrogen was 
not excluded. An additional complicating factor was the use of mineral 
media which were incomplete, since vitamin requirements for the 
flagellate were unknown. 


Vitamin Requirements. 

A quantitative growth response of #. gracilis, var. bacillaris to vitamin By, 
and to thiamin has been demonstrated by Hutner et al. (1949). Standard curves 
showing growth of the organism in terms of optical density as a function of By, 
concentration are available (HuTNER et al. 1950; Ropsprns et al. 1950, 1951). 

The absolute nature of the requirements for vitamin B,, and thiamin 
for growth of the bacillaris strain in the light and in darkness remained 
to be established. This was accomplished in experiments similar to that 
illustrated in Fig. 2. Growth ceases in thiamin- or B,,-deficient media 
in the light when the vitamin supply is exhausted, and can be re-initiated 
in the same tubes upon addition of the missing growth factor. Fig. 2 
shows these effects in terms of log optical density plotted against time 
and demonstrates that a maximum growth rate is never achieved in 
a medium deficient in either vitamin. Hence, the requirements for both 
thiamin and vitamin B,, are absolute. Similar results were obtained 
for cultures grown in the dark with butyrate as carbon source. The 
same type of experiment was performed, with similar results, on growth 
of the ViscHER strain in the light; definitive dark experiments with this 
strain have not been done. 


A general observation in these experiments was that cells grown in 
media rich in vitamins, when washed and inoculated into deficient 
media, often showed deficiency symptoms only after about sixty hours 
of growth. If such cells are then transferred to deficient media, vitamin 
dependency is manifested in a few hours. The delay in development of 


deficiency symptoms is ascribed to a carry-over of vitamins inside the 
cells. 
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Manometric experiments were performed on thiamin- or B,,- deficient 
cells to ascertain the effect of addition of the lacking vitamin on the 
rate of photosynthesis. No immediate effects were evident in short-time 
experiments. 


It has become increasingly clear that the B vitamins represent sub- 
stances which play an extremely important role in the basic metabolic 
processes common to all life. An organism requiring a particular vitamin 
for growth, and hence incapable of synthesizing it, presumably needs 
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Fig. 2. Effect of thiamin and vitamin B,. on growth of Z£. gracilis, var. bacillaris in the light. 

Control tubes contained basal medium; B,.-deficient tubes contained basal medium minus By; 

B,-deficient tubes contained basal medium minus thiamin. All cultures: initial py 6.8; supplied 

with 5% CO,-in-air; inoculated from 9-day slant on modified Beijerinck agar, glucose and peptone. 

Cells washed twice by centrifugation before inoculation. At time indicated by arrows, 100 ug 
thiamin added aseptically to B,-deficient tube, 0.02 wg Bi, to By,.-deficient tube. 


this substance in order to perform a biochemical process in which the 
vitamin, or a derivative thereof, acts as a coenzyme. This concept has 
given rise to important studies aimed at the elucidation of vitamin 
function. One approach may be exemplified as follows. An organism 
requires a vitamin suspected of being involved only in the enzymatic 
reaction known to be concerned with the transformation of A —B, 
where B is a requisite starting material for other indispensable reactions. 
One might then expect the organism to display a normal behavior even 
if it were not supplied with the vitamin, provided it were furnished with 
substance B instead. Should it be found necessary to add substances 
X, Y, and Z, as well as B, in order to secure growth of the organism in 
the “absence” of the vitamin, the implication is that the formation of 
these materials, too, depends in some way upon the functioning of the 
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required vitamin. This approach has yielded encouraging results. Thus, 
the requirement of certain bacteria for folic acid, biotin, or pyridoxal 
may be “by-passed”? or replaced by furnishing the organisms with 
products of the reactions for which these vitamins, in the form of co- 
enzymes, are needed (cf. review by Eaxkrn, 1950). 

Preliminary results of experiments by HurTnER (personal communi- 
cation) suggested that it might be possible to circumvent the thiamin 
requirement of E. gracilis, var. bacillaris by supplying the flagellate 
with substances arising from reactions in which thiamin is involved as 
a coenzyme. The nature of such processes is well established; it is known 
that thiamin, in the form of thiamin pyrophosphate (TPP) functions 
as a coenzyme in the decarboxylation of «-keto acids. In intermediary 
metabolism two sites of TPP action are the decarboxylation of pyruvate 
to yield a two-carbon fragment designated as “active” acetate, and the 
decarboxylation of «-ketoglutarate to yield succinate. Metabolites 
arising from the products of these two reactions, such as fatty acids 
from acetate, and Kress cycle intermediates and their aminated deri- 


Table 2. Thiamin Replacement Experiments with E. gracilis, var. bacillaris. 


Amount of Growth 
Maximum optical density of duplicate tubes 
Additions to Medium | Light Dark 
Medium | Medium | Medium | Medium 
+ B, = Da + B say 
Nothing ee Pear teres Shue Meine: otebiet ahs 1.30 0.08 0.02 0.02 
Kibutyrate, 0:20 ue 0. Sennen salt 1.50 0.02 | 0.54 0.05 
NaH glutamate,0.5%....... | 1.40 0.06 | 0.33 0.06 
Na ‘acetate; 0.59%. sadn aie” BbO 0.10 0.47 0.08 
K butyrate, 0.2% ++ NaH glutamate, 
O.LOG eM Seer. eee mas cee a ae | 0.44 0.08 
NaH glutamate, 0.5% + Na acetate, _ 
DBO Nothe HEE Soler he he we 122,10 0.12 | lost | 0.12 
Na acetate, 1.0% + l-aspartic acid, 
NaH glutamate, Na succinate, all 
O.25 9% eect, sewers Aik wt ae as 1.20 | 0.20 | 0.72 | 0.16 
Na acetate, 1.0% ++ NaH glutamate, 
and Na succinate, both 0.25% . . 1.33 0.26 0.70 0.15 


The px of all media was adjusted to 6.8. Inoculum from stock slants of modified 
Beijerinck solution, glucose and peptone, or from thiamin-less cultures of previous 
growth experiments. Cells centrifuged and washed twice before inoculation. 

The amount of growth in cultures plus thiamin is not limited in the light or 
in the dark by the amount of thiamin. Lowered light intensity due to mutual 
shading of cells, the amount of substrate, and, possibly, adverse py changes are 
factors limiting growth in cultures plus thiamin. 
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vatives from succinate, also depend upon TPP function. It thus seemed 
possible that H. gracilis might grow normally even in the absence of 
thiamin if it were supplied with “decarboxylation products.” 

This was tested in experiments in which the possible replacing action 
of a number of metabolites on the thiamin requirement of Z. gracilis, 
var. bacillaris was examined. Cultures contained the compound or 
group of compounds tested, with and without thiamin, and were grown 
in the light or in darkness. A summary of the results of some represent- 
ative experiments is given in Table 2. A comparison of the maximum 
optical densities of cultures with and without thiamin in the presence 
of several metabolites, singly and in combination, shows that there is 
no appreciable effect of metabolite addition on the total growth of 
thiamin-less cultures. Exponential growth did not occur in any of the 
thiamin-less media to which metabolites were added. Thus, none of 
the combinations of metabolites tested will replace the organism’s 
requirement for thiamin. The slight increase in the amount of growth 
in thiamin-less cultures which contained the last two metabolite com- 
binations of Table 2 might be taken as an indication, however, that some 
of these compounds effect a partial replacement of the thiamin deficiency 
of the organism. More elaborate metabolite combinations might yield 
a medium for Huglena in which thiamin is not essential for maximal 
growth. 


Carbon Sources. 


Growth experiments in the dark using the basal medium supplemented 
with different carbon sources have yielded results indicated in Table 3. 
The bacillaris strain will indeed grow on a wide variety of substrates; 
however, glycerol, glycolic acid, or citrate are not used as carbon sources. 

While the k,, values given in the table do give an index to the uti- 
lization of the various substrates, it should be emphasized that they are 
not absolute values, for a number of reasons. For example, the chelating 
effect of alanine and malic acid (HuTNER et al.,1950) may have contri- 
buted to a microelement deficiency in these media, thereby lowering 
the growth rate. Also, the relationship between growth rate and original 
pu of media, or concentration of substrates remains for the most part 
unexplored. Acetate and butyrate were found to be toxic at low px 
values (4.5), except at low concentrations, in keeping with the general 
observation of fatty acid toxicity in acid media. Succinate, glutamate, 
and glucose are more readily used in acid media; HUTNER and Prova- 
sott (1951) report similar results for succinate and glutamate utili- 
zation. An effect of concentration of substrate upon growth rate is not 
anticipated on the basis of work by Monop (1942), and the few experi- 
ments from our work yielding information on this matter indicate no 
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Table 3. Growth of Two Strains of E. gracilis in Darkness on Different Carbon Sources. 
Relative growth rates (k,,) given in log,) units/day. : 


nna EEE ESSE 


Used for Growth Not used for Growth 
Strain 
Substrate PH | Kog Substrate PH 
a a ee ee ee eee 
E. gracilis, var. Acetate 6.8 0.40 Glycerol 4.5 or 6.8 
bacillaris Butyrate 6.8 0.36 Glycolic acid 4.5 or 6.8 
Glucose 4.5 0.45 Citrate 4.5 or 6.8 
Succinate 4.5 0.47 
Fumarate 4.5 0.37 
Pyruvate 4.5 0.40 
Malate 4.5 0.201 
Glutamate 4.5 0.40 | 
Alanine 4.5 0.24 
Aspartate 4.5 0.36 
E. gracilis Acetate 6.8 0.252 | Succinate 4.5 or 6.8 
VISCHER strain | Butyrate 6.8 0.29? | Malate 4.5 or 6.8 
Glutamate 4.5 or 6.8 
Aspartate 4.5 or 6.8 
Alanine | 4.5 or 6.8 
Glucose 4.5 or 6.8 


Concentration of all substrates, 0.59%. Glucose, fumarate, pyruvate, alanine, 
and aspartate solutions were sterilized by filtration and added to basal media 
sterilized by autoclaving. Other substrates were autoclaved with the media. 


1 Two preparations of malic acid were available at the time these experiments 
were performed, one 1-malic, the other dl-malic. It is possible that the low growth 
rate recorded is due to the use of dl-malic acid as substrate. A value of k,, = 0.40 
has been observed for growth of the bacillaris strain in media containing 0.5% 
l-malic acid at py 4.5. 

* Values of k,, = 0.25 have also been observed for the ViscuER strain on media 
containing 0.2% acetate or 0.2% butyrate at py 6.8. 


effect of concentration on growth rate in the concentration range used— 
about 0.1% to 0.5%. The utilization of glucose, which is treated in the 
next section, constitutes an exception to this generalization. 

A study of the ability of the Viscumr strain to utilize various carbon 
sources showed that the organism grows on a more restricted range of 
compounds, in agreement with findings of earlier investigators. The 
results given in Table 3 indicate that fatty acids are utilized; a number 
of other organic acids will not serve as carbon sources. That the non- 
utilization of the latter group of compounds is not due to toxicity 
effects has been demonstrated by growing duplicate cultures in the light. 


Utilization of Glucose. 
#. gracilis has been grouped with the “acetate flagellates” by Prrnas- 
HEIM (1937), Lworr (1943), Remynarpt (1950), and Hurner and 
Provasort (1951). This is a physiological group of certain green and 
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colorless flagellates which are capable of thriving on media containing 
_ acetate, simple acids or alcohols, but relatively incapable of utilizing 
more complex substances, including sugars. A paradox exists in that 


these organisms commonly have carbohydrate regerves (HuTNER and 
PROVASOLI, 1951). 


As a result of studies on the acetate flagellate, Polytomella caeca, Lworr et al. 
(1950) suggested that this paradox would be resolved by postulating that the 
organisms lack hexokinase or phosphoglucomutase. HuTNER and Provasoxt (1951) 
also have postulated that a lack of hexokinase may be responsible for non-uti- 
lization of exogenous glucose by acetate flagellates. ALBAuM et al. (1950) have 
investigated the possibility that H. gracilis, var. bacillaris might decompose carbo- 
hydrates by a mechanism different from that usually found in organisms that can 
grow in sugar media, by examining the occurrence of specific phosphorylated 
compounds in the organism. Their results indicate that the flagellate possesses 
the enzyme systems necessary for the formation of the usual phosphorylated inter- 
mediates of the glycolytic sequence. 

In our experiments on substrate utilization it was found that the 
VISCHER strain was unable to utilize glucose for growth, in keeping 
with earlier observations on the Martnx strain. However, these experi- 
ments also indicated that under the growth conditions used here, the 
bacillaris strain could utilize glucose as a carbon source. Data showing 
growth of the same organism in darkness on 1.0% glucose had been 
cited without comment or discussion by PRovaAsoLti et al. (1948). The 
discrepancies between our findings and literature reports could be due 
to differences in the growth conditions used, or in the treatment of 
glucose. With regard to the latter factor, heat sterilization of glucose- 
containing media in the presence of phosphates is known to cause some 
decomposition of the sugar, and such media have been shown to inhibit 
the growth of certain bacteria (Luwis, 1930; STANIER, 1942). In our 
experiments the usual precaution of sterilizing glucose by filtration was 
observed. That differences in environmental conditions play an important 
role in the response of #. gracilis, var. bacillaris to an external sugar 
supply became apparent upon further study of this problem. The re- 
sults have shown that glucose utilization by this flagellate is a function 
of at least three environmental factors, viz. CO, tension, px of the medium, 
and substrate concentration. They also indicated that the previous 
history of the cells is a determinative factor. The most significant 


relationships are discussed in the following paragraphs. 


1. CO, tension. This was the first variable examined because it 
constituted the most prominent difference between the culture methods 
used in our laboratory and those used by Hutner (HutTNeR and 
Provasort, 1951). The results of growth experiments illustrating the 
effect. of CO, tension on growth in glucose media are shown in Fig. 3. 
The cultures were inoculated with cells from glucose-peptone agar 
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slants, and grown in darkness in a medium containing 0.35% glucose at 


o-— oe ea 


pu 4.5. They were either (a) aerated with 5% CO,-in-air, (b) aerated with — 


air, or (c) allowed to remain stationary. No growth is observed in 
stationary cultures, corroborating HuTnEr’s finding (personal commu- 
nication), but growth does occur if cultures are aerated with air, and is 
even better when they are aerated with 5% CO,-in-air. 

2. pu of medium. An effect of py of the medium on growth in glucose 
media was observed when cultures in media at pq 6.8 and 4.5 were 
compared. The experiment was performed with media contaiming 
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Fig. 3. Effect of CO, tension on glucose utilization by F. gracilis, var. bacillaris during growth 

in the dark. All cultures: initial py 4.5; basal medium plus 0.35% filter-sterilized glucose; inoculated 

from 2-week-old glucose-peptone slants. Treatment of cultures as indicated: aerated with 5% 

CO,-in-air; aerated with air; allowed to remain stationary. Point at 336 hours represents final O. D. 
reading of stationary cultures. 


0.35% glucose, inoculated with cells from a glucose-peptone slant, and 
aerated with 5% CO,-in-air. In the acid medium, Z£. gracilis, var. 
bacillaris attained a maximum density of approximately 10 x 108 cells/ml. 


in 200 hours. During this same time interval growth in the medium at — 


pu 6.8 was negligible. In subsequent experiments on glucose utilization 
media at initial py 4.5 were used. 

3. Previous history. Attempts to repeat the results of the above- 
described experiments using photosynthetically cultured cells (from 
the continuous culture apparatus, see below) failed. An experiment was 
then performed using inocula from (a) a culture originally inoculated 
from the continuous culture apparatus which had grown slightly in 
a 0.35% glucose medium at pq 4.5 during the course of about 240 hours; 
(b) 11-day old glucose-peptone agar slants; (c) continuous culture 
apparatus. The results are shown in Fig. 4 and indicate that previous 
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Pig. 4. Effect of previous history of cells on glucose utilization by Z. gracilis, var. bacillaris during 

growth in the dark. All cultures: initial py 4.5; basal medium plus 0.35% filter-sterilized glucose; 

supplied with 5% CO,-in-air. Source of the inoculum: (A) cells originally from continuous culture 

apparatus which had grown slightly in a 0.35% glucose medium, py 4.5, for 240 hours; (B) 11-day 
old glucose-peptone agar slants; (C) continuous culture apparatus. 
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Fig. 5. Effect of concentration on glucose utilization by 2. gracilis, var. bacillaris during growth 
in the dark. Growth in basal medium with various levels of filter-sterilized glucose as indicated, 
px 4.5, supplied with 5% CO,-in-air; inoculum from continuous culture apparatus. 
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growth in the presence of glucose is a factor in the ability of the organism ; 
to use this substrate at low concentrations. 

4. Glucose concentration. Subsequent experiments indicated — 
that substrate concentration, too, played a role in the time required 
for the organism to acquire the ability to grow on glucose. Growth — 
curves were obtained for cultures containing glucose at levels of 0.1%, — 
0.2%, 0.5%, and 1.0%, supplied with 5% CO,-in-air, and inoculated 
from the continuous culture apparatus. These curves are shown in 
Fig. 5; it is evident that the rate of growth on glucose is increased as 
glucose concentration increases. 

A question which arises from these data is whether utilization of © 
glucose is an adaptive phenomenon in Z£. gracilis, var. bacillaris, and, 
if so, whether the rate of adaptation is a function of concentration. 
Monop (1943) has demonstrated the latter phenomenon for bacterial 
cultures. It is also possible, however, that the whole concentration effect — 
should be ascribed to another factor such as an extremely limited per- 
meability, which imposes the requirement of a high external glucose 
concentration. SCHAEFER (1948) has shown that a maximum growth 
rate for Mycobact. tuberculosis is achievable only at the unusually high 
glucose concentration of about 2.7%. Critical experiments on the bacillaris — 
strain in this area remain to be done. 


Photosynthetic Characteristics. 


Material for photosynthesis studies was obtained by growing Huglena in the 
continuous culture apparatus of Myrrs and Ciark (1944). The culture was aerated 
with 5% CO,-in-air, maintained at a temperature of 25° C., and illuminated by 
tungsten lumiline lamps at an average incident intensity of 50 foot-candles. The 
population density was maintained at about 1.0cmm.cells/ml. The culture medium 
had the composition given in column | of Table 1. Problems connected with cul- 
turing an alga, e. g. Chlorella, in the continuous culture apparatus are the ten- 
dency of cells to settle and stick to the walls of the chamber and the foaming of 
cultures. These factors are intensified when Huglena is grown in the apparatus, ma- 
king it necessary to discontinue cultures after about three weeks. In spite of 
these difficulties the apparatus is extremely useful because it insures a supply of 
uniform experimental material from day to day. 

Photosynthesis measurements were made by the WARBURG technique in a glass 
bottomed bath thermostated at 25°C. Illumination was provided by tungsten 
lamps operated at 120 volts +- 1% made possible by the use of a voltage stabilizer 
and variable transformer. Curves relating photosynthetic activity to light intensity 
were determined by simultaneous measurement of rates of photosynthesis of cells 
in vessels to which a series of Jena neutral filters were attached to obtain differences 
of light intensity. Incident intensity on the vessels was measured by means of 
a barrier-type photocell as described by Mymrs (1946b). 

Measurements were made in three suspending media: (1) 0.1M KHCO,; 
(2) 0.028M KH,PO, buffer, py 4.5, saturated with 5% CO,-in-air; (3) a “basal 
solution” of major salts in the same concentration as in the complete growth 
medium, i.e., (NH,),HPO,, 1.0 gm./l., KH,PO,, 1.0 gm./1., MgSO,, 0.2 gm./1., 
pu 4.5, and saturated with 5% CO,-in-air. 
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Preparation of cells for experiments consisted in centrifuging out aliquots, 
washing in the suspending solution (water in the case of bicarbonate medium), and 
taking up to volume in the appropriate solution. Equal amounts of the final solution 
were then pipetted into the Warpurc vessels. Cell volumes were determined by 
centrifuging duplicate aliquots of the original cell suspension in van ALLEN thrombo- 
cytocrit tubes (Mymrs, 1946a) for forty minutes at 3300 r. p. m., 20 em. radius, 
or a relative centrifugal force of 2400. Dry weights were determined using the 

method described by Mymrs (1946a). 


Photosynthesis experiments were first performed to determine whether 
Huglena would submit to the same centrifuging techniques applied to 
Chlorella, and whether quantitative gas exchange data for Euglena 
could be obtained manometrically. The results of these experiments. 
are summarized in Table 4. Quantitative sedimentation by centrifu- 
gation may be accomplished in three or four minutes at a relative centri- 
fugal force of 1600, and this treatment is without effect on subsequent 


Table 4. - 
Photosynthesis Experiments on FE. gracilis, var. bacillaris at Light Saturation. 


Apparent Photosynthesis Rates (uncor- 


Expt. Experimental rected) as emm. O,/hour/cmm. cells 
No. Conditions 
Basal Solution 0.028 M KH.PO, 
il Cells centrifuged.) sap. yarskastir RL 39.1 (40.7, 37.5) 
Cells not centrifuged ..... . . | 39.3 (42.4, 36.2) 
2 1378:emm. cells/flasky.) 1s... 4.0). sk 31 38 
3,06).cmm_jcells/flaskw iy-g-pspreiss 30 33 
7k 2,omun.cells/fask ty vw se snes 27 32 


Experiments 1 and 2 were performed with cells from different cultures; it is 
probable that differences in culture conditions account for the discrepancy between 
the rates in basal solution in the two experiments. 


photosynthetic rate. This rate, calculated as cmm. O, evolved/hour/emm. 
cells, is independent of cell density per flask under light-saturating 
conditions. 

Rates of photosynthesis at light saturation for two strains of H. gra- 
cilis immersed in basal solution, phosphate buffer, and bicarbonate 
solution are given in Table 5. The lower rates obtained when photo- 
synthesis is measured in bicarbonate are consistent with similar data 
on Chlorella. 

On a cell-volume basis, the bacillaris strain and Chlorella have com- 
parable photosynthetic capacities, while the VISCHER strain exhibits 
a higher capacity for photosynthesis than either of these organisms. 
It was considered possible that the cell volume measurements did not 
truly reflect the quantity of cell material used in the rate determinations, 
due to differences in size and shape of the organisms. This possibility 
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Table 5. Comparison of Photosynthetic Characteristics of two E. gracilis Strains, 
and of Chlorella pyrenoidosa. 


Measurements of rates of photosynthesis and assimilatory quotients made 


at light saturation. 
a ne 


Rate of Photosynthesis 


(corrected for respiration) Dry Weight! Assimi- 
Organism emm. O,/hour/emm. cells gms./cmm. latory 
x 107-5 Quotient 
Basal 0.028 M 0.1M 
solution KH,PO, KHCO; 
a ee eee ee ee es Se SS ER ee a ee a SS 
E. gracilis, var. bacillaris . 33 34 30 24.8 —0.92 
} 
. L. gracilis, VISCHER strain 55 59 47 26.5 —0.94 
Chlorella pyrenoidosa ‘ 
Emerson straint .. . 42 33 23.7 —0.92 


1 From Myers, 1946b. 


————— 


was ‘investigated by determining the dry weight per unit volume for — 


both Euglena strains; the results are shown in column 5, Table 5, and 
may be compared with a similar measurement made for Chlorella. 
Since the values of dry weight/emm.cells for the three organisms are 
comparable, the rate differences are due to differences in photosynthetic 
capacity, and are not merely a reflection of the method of estimating 
quantity of cell material. 


Mean values for the assimilatory quotients (—CO,/+O,) for both 
Euglenas measured at light saturating intensities are presented in the 
last column of Table 5. Measurements were made by the indirect method 
of WaRBuURG, in basal solution and in phosphate buffer. As with Chlorella, 
the assimilatory quotient approximates —0.9. 


Curves relating light intensity to photosynthetic rate for both strains 
of Euglena are given in Fig.6 and may be compared with a similar 
curve for Chlorella determined in the same series of experiments. It is 
evident that light saturation of photosynthesis for both Euglenas is 
achieved only at higher intensities than for Chlorella. Differences in the 


shapes of the curves for Huglena and for Chlorella may be due to differences — 
in light intensities at which the algae were grown, a factor which has — 


been shown to affect the shape of the light intensity-photosynthesis 
curve for Chlorella (MyERs, 1946b). 


Several experiments were performed to ascertain the effect of dark 
culture and of dark starvation periods on subsequent photosynthetic 
activity of Huglena. As might be expected from the well-known fact 
that chromatophores of Huglena degenerate in darkness (PRINGSHEIM, 
1948), cells cultured exclusively in the dark have a negligible capacity 
for photosynthesis when first exposed to light. Because the time re- 
quired for “‘greening’’ of dark-cultured cells placed in light is about 
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one day, no photosynthesis experiments were performed on such cells 
to determine an “induction” period. Cells of the ViscHER strain of 
#. gracilis cultured photosynthetically and subjected to a two-day dark 


starvation period show a decrease of about 60% in maximum rate of 
photosynthesis. 
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Fig. 6. Light intensity-photosynthesis curves for Z. gracilis, var. bacillaris and VISCHER strain, 
and Chlorella pyrenoidosa. Measurement of £. gracilis (VISCHER) and Chlorella in 0.1 M KHCO,; 
measurement of LZ. gracilis, var. bacillaris in 0.028 M KH,PO, buffer, saturated with 5% CO,-in-air. 


Respiratory Characteristics. 

Some measurements have been made of the respiratory activity of 
the two strains of Huglena used in these studies by the WaRBuRG 
technique. Because of the fragmentary nature of the data, however, 
only a few generalizations are allowable. 

The endogenous rate of respiration for both Euglenas cultured photo- 
synthetically is about 2.0 cmm.O, uptake/hour/emm.cells. Such cells 
respire added substrates, e. g. acetate or butyrate, slowly, and the rate 
of oxygen uptake upon substrate addition increases steadily over a period 
of several hours. Cells grown in the light or in darkness in the presence 
of acetate or butyrate, however, achieve a maximum rate of oxygen 
uptake upon substrate addition much more rapidly. These findings are 
suggestive of the occurrence of some type of adaptive phenomena in 
Euglena. The interconvertibility between photosynthetic and hetero- 
trophic modes of metabolism in L. gracilis is sluggish compared to that in 
Chlorella, which adjusts rapidly from one type of metabolism to the other. 


Discussion. 
Examination of the photosynthetic characteristics of E. gracilis 
reveals no unexpected differences with those of standard organisms 
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used in photosynthesis studies. Huglena is easily grown in a chemically 
defined medium and submits to the usual techniques employed in- 
manometric work. In addition, the bacillaris strain readily utilizes 
a number of substrates for growth in the dark. The ability of the bacillaris 
strain to synthesize cell material oxidatively from a number of different 
carbon sources as rapidly as it can do so photosynthetically from CO, 
is unique. These facts combine to render the flagellate a valuable ‘‘tool” 
organism for investigating the possibility of replacing CO, with organic 
carbon metabolites during photosynthesis. The ViscHER strain, by 
contrast, grows at a much lower rate in the dark, and on a more limited 
group of carbon compounds. The differences exhibited in the growth 
characteristics of the two strains of Z. gracilis in darkness are striking. 

A number of discrepancies in the earlier literature on JZ. gracilis 
nutrition are resolved through the application of quantitative techniques 
for estimation of growth constants. Maximum growth rates are not 
achievable so long as a culture is lacking in an essential nutrient, or is 
grown under environmental conditions suboptimal in other respects, 
such as a low light intensity or CO, tension. The methodology employed 
has resulted in the demonstration of the inadequacy of nitrate as a 
nitrogen source, and the absolute requirements for thiamin and vitamin 
B,, for £. gracilis, var. bacillaris. Attempts to investigate whether 
other components of the basal medium are equally indispensable have 
not been made. 

The ability of HZ. gracilis, var. bacillaris to utilize glucose for growth 
in darkness marks the organism as an exception among the acetate 
flagellates. The majority of this physiological group are incapable of 
utilizing exogenous sugars for growth, presumably due to an absence 
of hexokinase or phosphoglucomutase (Lworr et al. 1950). It may be 
that the bacillaris strain of E. gracilis has a wider permeability range 
than does the ViscuER strain (cf. Table 3). Utilization of glucose at 
low concentrations is a function of environmental conditions (px, CO, 
tension) and involves adaptive phenomena. An enhanced permeability 
and adaptive formation of an enzyme such as hexokinase might well 
account for the unusual behavior of the bacillaris strain among the 
acetate flagellates. One might anticipate that other members of the 
group can also utilize glucose under special environmental conditions. 

It is a pleasure to thank Dr.S.H.Hurner for the stimulating suggestions 


he offered in connection with this work, and to express our appreciation to Prof. 
C, B. van Nrut for his aid and interest in the preparation of the manuscript. 


Summary. 
1. Quantitative measurements of growth characteristics of two strains 
of Huglena gracilis in the light and in darkness have been described. 
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For EH. gracilis, var. bacillaris, the growth rate in the light with CO, 
_ ag the sole carbon source is comparable to its growth rate in the dark 
with any of a number of organic substrates ay carbon source. For the 
VISCHER strain of H. gracilis, the growth rate in darkness is approxima- 
tely half the growth rate in the light. 

2. Nitrate does not suffice as a nitrogen source for light or dark growth 
of #. gracilis, var. bacillaris; ammonia constitutes an adequate nitrogen 
source. 

3. Requirements for thiamin and vitamin B,, by Z. gracilis, var. 
bacillaris have been shown to be absolute for growth in the light and in 
darkness. 

4. Dark growth of both strains of Zuglena on a variety of substrates 
was examined. Of those substrates tested, the bacillaris strain will grow 
on a number of organic acids, amino acids, and glucose, while growth 
of the VISCHER strain is limited to the lower saturated fatty acids. 

5. Utilization of glucose for dark growth of E. gracilis, var. bacillaris 
was shown to be a function of CO, tension and py of the medium, previous 
history of cells, and glucose concentration. 

6. Photosynthetic characteristics for both strains of Huglena have 
been described and compared with those of Chlorella. Maximum rates 
of photosynthesis of the bacillaris strain are comparable to those of 
C. pyrenoidosa, while rates of the ViscHmR strain are higher. Values of 
the assimilatory quotient for both strains of Huglena approximate —0.9. 
Light saturation of photosynthesis for both strains of Huglena is achieved 
only at intensities higher than those required for Chlorella. 

7. Interconversion between photosynthetic and heterotrophic modes 
of metabolism in both strains of Huglena is sluggish as compared to the 
same conversion in Chlorella. 
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Untersuchungen iiber 
Chondromyces apiculatus Thaxter (?). 


Von 
HANS KUHLWEIN. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 1. Juli 1952.) 


In der monographischen Bearbeitung der Myxobakterien von JAHN (1924) werden 
als Familien die Archangiaceae, Sorangiaceae, Polyangiaceae und M yxococcaceae auf- 
geftihrt, von denen sich zwei, die Sorangiaceae und Polyangiaceae, durch Bildung 
von Cysten auszeichnen. Diese sind bei den Sorangiaceae eckig, bei den Polyangiaceae 
rund. Innerhalb der Polyangiaceae erfolgt die Kennzeichnung der Gattungen auf 
Grund der Lagerung ihrer Cysten in einer Hiille oder 
ihrer Insertion an sogenannten Cystophoren. 


Eine auf Ziegenmist aus Nordostliberia 
gefundene Form konnte danach der Gattung 
Chondromyces zugeordnet werden. Sichere 
Ubereinstimmung mit einer der dort aufge- 
fiihrten Arten ergab sich nicht, weshalb die 
wichtigsten Merkmale der liberischen Art 
kurz beschrieben werden sollen: 


Differenzierung des Fruchtkorpers in Cystophor 
und Cysten (Abb. 1). Cystophor einfach, nur selten 
verzweigt, Hohe bis 1 mm. Im jungen Zustand 
Cystophor glasig durchscheinend, spater hellbraunlich. 
Cysten in wechselnder Zahl von 2 bis vielen, rundlich * 
bis oval, durchschnittlich 50 w lang und 36 w breit, in yy, 4, Chondromyces apicu- 
einen diinnen Fortsatz von bis zu 25 Lange aus- — Jatus, Fruchtkérper auf Wild- 
laufend, deutlich gestielt mit einer Stiellange von kaninchenmist.Vergr.~45fach. 
6—9 uw. Die jungen Cysten sind matt cremefarben wie 
die Masse, aus der sie sich differenzieren, im reifen Zustand sind sie orange gefarbt. 
Lange der Stabchen in den Cysten 4—6 , im vegetativen Zustand 9 ju. 


Am ehesten stimmt diese Form mit dem von THAxTER (1897) be- 
schriebenen Chondromyces apiculatus tiberein, wobei als Fundort eben- 
falls Liberia (!) angegeben wird. Spater haben auch QuEHL (1906) und 
Kor.Er (1913) diese Spezies beschrieben. Doch weichen die betreffen- 
den Angaben alle mehr oder minder voneinander ab, was sich vielleicht 
dadurch erklaren lat, daB nach THAxTER alle Dimensionen sehr variabel 
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Der gefundene Chondromyces apiculatus wird nunmehr seit 1 \%, Jahren 
auf Wildkaninchenmist kultiviert. Eine Reinziichtung auf den verschie- 
densten Substraten gelang bisher nicht. In Rohkultur auf Mistagar 
wurde Fruchtkérperbildung erzielt, doch war sie niemals von der Uppig- 
keit der Kulturen auf Mist. Die Anhaiufung von Amében am FuBe des 
Cystophors wurde haufig beobachtet. Stoffwechselphysiologische Zu- 
sammenhiinge diirften dabei wohl eine Rolle spielen, zumal auch bei 
einer anderen Chondromyces-Art (KUHLWEIN, 1950) dieselbe Erscheinung 
beobachtet wurde. 


Dimensionen bei Chondromyces apiculatus. 


Wenn die beschriebene Form mit der THAxTERschen identisch ist, 
kann einer so weitgehenden Variabilitaét der Form nicht zugestimmt 
werden. Normalerweise bildet Chondromyces apiculatus Fruchtkorper, 
deren Cystenzahl und GréBe in einem bestimmten Verhaltnis zur Di- 
mension des Cystophors stehen. Fruchtkérper mit 2, 3 oder 4 Cysten 
haben z. B. einen schlanken zierlichen Stiel; ein etwa aus 100 Cysten 
zusammengesetztes Cystenképfchen sitzt auf einem dicken gedrungenen 
Cystophor. Die GréBe des Cystophors wird bestimmt von der Stiibchen- 
masse, die ihn aufbaut. Dabei kommt es zuerst zur Anhiaufung der 
Staébchen zu einem Klumpen (vergleichbar dem Amébenhiigel bei Dic- 
tyostelium), der dann langsam iiber das Substrat emporgehoben wird, 
indem die Stiaibchenmasse nach unten Schleim absondert. Sobald der 
Cystophor eine bestimmte Hohe erreicht hat, erfolgt in der darauf- 
sitzenden Stibchenmasse vom unteren Rande her die Differenzierung 
der Cysten. 


Das Durchwachsen der Fruchtkérper. 


Ubereinstimmend wird in der Literatur von einer groBen Labilitat der Chondro- 
mycestruchtkérper berichtet (THAXTER, QUEHL, JAHN). Sie kommt vor allem in dem 
Phanomen der ,,Durchwachsung** zum Ausdruck, wobei Fruchtkérper in mehreren 
Stockwerken iibereinander entstehen (siehe Abb. 2). Quen erklirt den Vorgang 
mit einem Uberangebot von Schwarmstibchen, die nur zum Teil zur Bildung eines 
Fruchtk6rpers aufgebraucht werden. Jann teilt die Ansicht QuEHLs nicht und miBt 
der formativen Wirkung bestimmter Stoffe auf die Fruchtkérperbildung ent- 
scheidende Bedeutung bei. 

Fir Chondromyces apiculatus konnte nachgewiesen werden, daB die 
Durchwachsung nicht quantitativer Natur sein kann. Sie tritt nimlich 
erst dann ein, wenn das zuerst gebildete Cystenképfchen villig ausdifferen- 
ziert ist. Haufig schrumpft es sogar schon wieder, wenn sich daraus neue 
Fruchtkoérper bilden. Es muB also ein Auswandern der Stibchen aus 
dem primiiren Cystenképfchen erfolgen. Dabei erscheint es sogar frag- 
lich, ob eine neuerliche Vermehrung der Stibchen stattfindet. Hiufig 
zu beobachtende fortschreitende Abnahme der Gréfe neugebildeter 
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Fruchtk6rper spricht dagegen (s. Abb. 2). Ein Nachschub von Stabchen 
durch den primiren Cystenstiel ist kaum méglich, da dieser aus einer 
kompakten Schleimmasse besteht, somit als Ein- bzw. Durchwanderungs- 
zone fiir Schwarmstibchen ausscheidet. 
Beweisend dafiir ist ferner eine Beobach- 
tung an einem Fruchtkérper, dessen 
Cystophor unmittelbar unter dem Cysten- 
k6opfchen stark geschrumpft war, waihrend 
aus dem Cystenképfchen selbst ein neuer 
Fruchtkorper sich bildete. Es diirften also 
mit JAHN viel eher formative Stoffe vor- 
legen, die eine Fruchtk6rperfolge auslésen. 
Das Verhalten experimentell verainderter 
Fruchtkorper verschiedener Entwicklungs- 
stadien deutet ebenfalls in diese Richtung. 


EHxperimentelle Beeinflussung oes 
von Chondromycesfruchtkérpern. Chondromyces apiculatus. ,,Durch- 
Wie bereits erwihnt, beginnt die gum. von oben. Vergr. ~ 4otach, 
Fruchtkorperbildung mit der Sammlung 
yon Stabchen zu einer Masse, die unter sich Schleim absondert und 
dadurch tiber das Substrat herausgehoben wird. Die Schleimstielbildung 
erfolgt offenbar so lange, bis die daraufsitzende Stabchenmasse einen be- 
stimmten ,,Reifezustand“ erreicht hat. Trennt man namlich den Schleim- 
stiel von der Stabchenmasse 
ab, so bildet diese wieder 
einen Schleimstiel nach. 
Auch durch Aufteilung der 
Staibchenmasse in mehrere 
Portionen erhaélt man neue 
Fruchtk6rperanlagen, oder 
die Staibchen wandern fort 
und formieren sich zu neuen 
Fruchtkérpern. An einem 
vor Differenzierung der 
Abb. 3. Chondromyces apiculatus. Fruchtkérper, vor der Cysten auf den Kopf ge- 


Differenzierung der Cysten auf den Kopf gestellt. Neu- 
bildung einer Fruchtkorperanlage am StielfuB und stellten Fruchtkorperwurde 


Auswanderung tee auion sh undifferenzierten beobachtet, aie ei Teil ten 


Staibchenmasse am Cysto- 
phor emporwanderte und von neuem zur Fruchtkérperbildung ansetzte, 
wiihrend ein Teil aus dem undifferenzierten Cystenkopf auswanderte 
(Abb.3). Sobald nun ein gewisser Entwicklungszustand erreicht ist, bildet 
die Stiibchenmassekeinenneuen Stiel mehr. Sie geht dann nach Abtrennung 
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vom Stiel unmittelbar in der Differenzierung von Cysten auf. Wann dieser 
_Reifezustand“ erreicht ist, lieB sich noch nicht genau bestimmen. Mit dem 
Eintritt desselben erfolgt die Differenzierung der Cysten auch dann, 
wenn das noch nicht differenzierte Képfchen vom Stiel getrennt oder 
wenn der Fruchtkérper auf den Kopf gestellt wird. Abgetrennte Cysto- 
phore sind auf keinen Fall in der Lage, neue Cystenképfchen hervorzu- : 
bringen. Es fehlt zu deren Bildung das Stabchenmaterial, ein Beweis— 
dafiir, da die Cystophore nahezu stibchenfrei sind. 


Die stoffliche Natur der Schleimstiele. 


Uber die stoffliche Natur der Schleimstiele ist bisher nichts bekannt geworden. 
VaAuHLE beobachtete zwar bei Chondromyces crocatus ein Auflésen der Cystophore in 
Eau de Javelle, ,, wobei nur Langsreihen stehen bleiben, die aus Stabchen bestehen“. 
Jaun hat die VanLEschen Langsreihen von Stiibchen als Phantasie bezeichnet und 
sieht in ihnen Langsfalten geharteten Schleims. Auf Grund eigener Untersuchungen 
konnte das Vorhandensein eines Celluloseschleims mit groBer Wahrscheinlichkeit 
ausgeschlossen werden. Die Behandlung der Schleimstiele mit Chlorzinkjod ergab 
keine Cellulosereaktion, ebenso war eine Doppelbrechung im polarisierten Licht 
nicht nachzuweisen. Mit Rutheniumrot farbten sie sich intensiv rot, die noch 
undifferenzierten Cystenképfchen wurden vom Rande her ebenfalls deutlich rot und 
die Cysten hellrot. 

Die Farbreaktion war so eindeutig, daB daraus die Beteiligung von 
pectinartigen Stoffen em Aufbau der Schleimstiele und der Cystenwande 
gefolgert werden kann. 


Vergleichende Betrachtung der Fruchtkérper von Dictyostelium 
und Chondromyces. 

Seit den Untersuchungen ARNDTS (1937) an Dictyostelium mucoroides 
sind die Acrasieae immer mehr in den Vordergrund des Interesses geriickt 
(RAPER, 1935—1952; BonnzER, 1944—1950). Das Zusammentreten vieler 
gleichartiger, selbstandig lebender AmGbenzellen zu vielzelligen Gebilden 
von bestimmter Gestalt wurde als besonders eindrucksvolles entwick- 
lungsphysiologisches Phanomen herausgestellt. Nunmehr konnte auch 
tibereinstimmend fiir das Zustandekommen der Sammlungszentren und 
spateren Stadien eine Substanz verantwortlich gemacht werden, die auf 
die Amében chemotaktisch wirkt (BonNER, 1949; PritrzNeR-EcKEr?, 
1950). Kiirzlich erbrachte Raper (1952) den Nachweis, daB die Stiel- 
hiille bei Dictyostelium discoideum aus Celluloseschleim besteht, der 
extrazelluliir von den Stielamében abgeschieden wird. 

Die Acrasiales diirften aber nicht die ersten vielzelligen Systeme sein, 
,die einen Zusammenhang zwischen chemisch-stofflicher Reizwirkung 
und Gestaltwerdung offenbaren und weiter zwischen der Stoffmenge 
und den GréfRenverhiiltnissen der spezifischen Form‘ (PrtrzNEr- 
Eckert, 1950). Sicher liegen in der Gattung Chondromyces der Myxo- 
bakterien ahnliche Zusammenhinge vor. Das Phiinomen der Formbildung 
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scheint hier sogar noch ausgeprigter hervorzutreten. Wahrend die 
Dictyosteliwm-Fruchtkérper aus Ambben aufgebaut sind und das kuge- 
lige Sporangium selbst keine weitere Differenzierung mehr erfahrt, 
haben wir es bei den Chondromyces-Fruchtkérpern mit Gebilden zu tun, 
die im ,,Sporangium‘‘ zu héchster Formbildung schreiten. Zierliche 
Cysten mit Stiel und langem Fortsatz entstehen aus einem Haufen 
gleicher Stabchenindividuen. Zahl und GréBe der Cysten stehen in 
einem bestimmten Verhaltnis zur GréBe des Cystophors, den sie selbst 
hervorbringen. Fiir das Zustandekommen der Stabchenmasse (ent- 
sprechend dem Amdbenhiigel) diirfte ebenfalls ein Reizstoff bestimmend 
sein, der bei Chondromyces auch dann noch wirksam ist, wenn der 
Fruchtkérper ausdifferenziert ist. Nur so scheint es verstandlich, da8 
aus den Cystenképfchen laufend Fruchtkérperneubildungen erfolgen. 


Zusammenfassung. 


Kin auf Ziegenmist aus Nordostliberia gefundener Chondromyces wurde 
zu Chondromyces apiculatus THAXTER gestellt und die Dimensionsver- 
haltnisse der Fruchtkérper und das Phinomen des Durchwachsens bei 
denselben beschrieben. Aus dem farberischen Verhalten der Schleim- 
stiele und Cystenhiillen wurde auf das Vorhandensein pectinartiger 
Stoffe geschlossen. Auf Ahnlichkeiten in der Fruchtkérperbildung bei 
Dictyostelium und Chondromyces wird hingewiesen. 
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Aufnahmebedingungen. | 


Die Arbeit muB dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich 


Neues bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden 
aus. 


Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und vollig druckfertig sein; 
andernfalls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im 
Satz miissen auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig 
in Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 


Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere 
die Reproduktion von Photos. 


Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 


gebracht werden. 
Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang 


von im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Quantitative organische Mikroanalyse. 
Von Professor Dr. Fritz Pregl t, Graz. Neubearbeitet von Dr. H. Roth, Landwirt- — 
schaftliche Versuchsstation Limburgerhof (Rheinpfalz) der I. G. Werke: Badische 
Anilin- und Sodafabrik Ludwigshafen. Sechste Auflage. Unveranderter Neudruck 
der fiinften Auflage. Mit 80 Textabbildungen. XI, 317 Seiten. 1949. 

Ganzleinen DM 24,— 


‘Inhaltsiibersicht: I. Allgemeine Grundlagen der Oxydkeramik: 1. Finleitung: 


~ Mehrstoff- und Einstoffsysteme. 2. Feinzerkleinerung. 3. Plastische Verformbarkeit 


oxyscher Massen. 4. Brennvorgange an Hinstoffsystemen. 5. Verbrennung und Hoch- 
temperaturofen. — II. Spezieller Teil: 1. Tonerde. 2. Spinell. 3.. Magnesia. 4. Beryllerde. 
5. Zirkonerde, 6. Zirkonsilikat. 7. Thorerde. 8. Cerdioxyd. ; ein: 


Aus den Besprechungen: ... Die »» Quantitative organische Mikroanalyse* von 
Preau-Rorsa ist das Standardwerk des Mikroanalytikers. Mit groBer Sorgfalt sind die 
verschiedenen Arbeitsmethoden theoretisch und praktisch bis in alle Kinzelheiten be- 
schrieben. Die Abbildungen der Apparaturen werden exakt und klar erlautert. Mannig- 
fache Ratschlage machen auf Fehlerquellen aufmerksam, so daf eine neue Methode sehr 
rasch erlernt werden kann. Hine Fiille von Literaturzitaten weist auf nicht naher be- 
schriebene Verfahren hin und vertieft das Verstandnis zur Mikroanalyse. Das Werk 
interessiert den forschenden Chemiker durch die Vielfalt der Moglichkeiten zur Analyse 
anischer Substanzen. Es ist ein vorztigliches Lehrbuch fiir den angehenden Mikro- 
d fiir den erfahrenen Praktiker ein unentbehrliches Nachschlagewerk. 
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Von Albrecht Bethe, Professor emeritus an der Universitat Frankfurt / M. Mit 
159 Abbildungen. VI, 294 Seiten. 1952 Ganzleinen DM 29.70 


Inhaltstibersicht: Definition des Organismus. — Die allgemeinen Grundziige des 
- Stoffabbaus und der Energieproduktion. — Der Gewinn verwertbarer Energie und der 
Kreislauf der lebenswichtigsten Elemente in der Natur. — Die Lebensbedingungen. — 
Das Prinzip der Arbeitsteilung, primitivste Lebewesen, freilebende Zellen, Zellkolonie, 
Zellenstaat und ,,Individuenstaat‘*. — Allgemeine Eigenschaften der Protoplasten. — 
Das SiBwasser, die Kérperfliissigkeiten und der Mineralbestand der Zellen. — Die Ab- 
hangigkeit einiger Fermente vom py. — Die ZweckmafBigkeitslehre oder Teleologie. — | 
ah | Energiewandlungen und EnergieauBerungen. — Reizeffekte und Automatie. — Mecha- 
nische Leistungen. — Allgemeine Physiologie der Bewegung und ihrer Mittel. — 


Muskeln. — Vermittler zwischen den Teilen eines Organismus. — Automatie, Rhythmik 


Soebenerschienen . zi 

|| Allgemeine Physiologie ’ | 
: 

und Periodik. — Sachverzeichnis. 

|| Mikroskopische und chemische Organisation der Zelle 

2. Colloquuim der Gesellschaft fir Physiologische Chemie am 6./7. Ap- 


ril 1951 in Mosbach (Baden). Mit 25 Textabbildungen. IV, 102 Seiten. 1952. 
th Steif geheftet DM 9.60 


Inhaltsverzeichnis: Mikroskopische und submikroskopische Bauelemente der Zelle. 
Von F. E. Lehmann- Bern. — Lokalisation der Fermente und Stoffwechselprozesse in 
den einzelnen Zellbestandteilen und deren Trennung. Von K. Lang- Mainz. — Nucleo- 
protamine und Nucleoproteide. Von K. Felix-Frankfurt a. M. — Makromolekulare 
Struktur der Nucleinsiiure. Von G. Schramm-Tiibingen. — Zellkerniquivalente der 
Bakterien, Von G. Piekarski- Bonn. 


Kiner der modernsten Aspekte der Biochemie ist die Verkniipfung der Erkenntnisse 
tiber den chemischen und morphologischen Bau einerseits, die chemische Leistung der 
Zelle und der einzelnen Zellbestandteile andererseits. Ihr war das ,,Mosbacher Collo- 
quium 1951 der Gesellschaft fiir Physiologische Chemie gewidmet. Die Ergebnisse 
werfen so viel Licht auf die erzielten Fortschritte wie die durch sie neu aufgeworfenen 


Problemstellungen, da mit der Veréffentlichung einem vielfach geiuBerten Wunsch 


entsprochen wird. 
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